Etude comparative du programme de différenciation terminale de l'épithélium de la cornée normale et des patients atteints de kératocône by Lupasco, Tatiana
THÈSE
En vue de l’obtention du
DOCTORAT DE L’UNIVERSITÉ DE TOULOUSE
Délivré par l'Université Toulouse 3 - Paul Sabatier
 
Présentée et soutenue par
Tatiana LUPASCO
Le 25 mars 2019
Etude comparative du programme de différenciation terminale de
l'épithélium de la cornée normale et des patients atteints de
kératocône 
Ecole doctorale : BSB - Biologie, Santé, Biotechnologies
Spécialité : PHYSIOPATHOLOGIE 
Unité de recherche :
UDEAR - Unité Différenciation Epidermique et Autoimmunité Rhumatoïde 
Thèse dirigée par
François MALECAZE et Stéphane GALIACY
Jury
Mme Muriel Cario-Andre, Rapporteure
M. Vincent Daien, Rapporteur
M. Frederic Chiambaretta, Rapporteur
M. Michel Simon, Examinateur
Mme Claire Racaud Sultan, Examinatrice
M. François MALECAZE, Directeur de thèse
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   « En plein cœur de toute difficulté, se cache une opportunité ». 
                                                                                                               Albert Einstein 
 
 
 
 
 
2 
 
                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
Remerciements 
 
     Je tiens à remercier tout d’abord Mme le Docteur Muriel Cario-Andre, Mr le 
Professeur Frédéric Chiambaretta et Mr le Professeur Vincent Daien de m’avoir fait 
l’honneur d’être les rapporteurs de mon manuscrit de thèse. 
     Je remercie également Mme le Docteur Claire Racaud et Mr le Docteur Michel 
Simon d’avoir accepté de faire partie de mon jury. 
     Ce travail a été effectué dans le cadre de Unité "Différenciation Epithéliale et 
Autoimmunité Rhumatoïde" dirigé par Mr le Professeur Guy Serre dont j’exprime 
toute ma gratitude pour sa confiance, son soutien et sa disponibilité. 
     Un immense merci pour Mr le Professeur François Malecaze, mon directeur de 
thèse, pour m’avoir accepté dans son équipe et pour ses conseils scientifiques, ses 
critiques constructives et son aide tout au long de ma thèse. 
     J’adresse les plus vifs remerciements à Mr le Docteur Stéphane Galiacy, pour son 
encadrement durant ces 4 années, ainsi pour sa patience et sa disponibilité. 
     Je tiens à remercier très chaleureusement  Mr le Docteur Michel Simon de son 
implication active surtout durant ma dernière année de thèse, sans son aide et sa 
disponibilité je ne serai pas arrivée jusqu’au bout. 
     Je remercie énormément l’équipe du laboratoire de Saint Etienne dirigée par Mr le
  
Professeur Philippe Gain et notamment à Dr Zhiguo He pour les analyses en  
immunohistochimie. 
     Ce travail ayant pu être réalisé grâce au financement ERASMUS Medea et la 
Fondation de la France, je tiens également à remercier tous ces membres ainsi  
qu’aux patients qui ont donné leur consentement pour utiliser leurs cornées pour la  
recherche. 
     Un grand merci à Cyrielle Tricoire de m’avoir initié aux différentes techniques de 
biologie moléculaire, ainsi que pour son aide, son encouragement et sa bonne 
humeur surtout dans les moments difficiles. Nos longues journées passées « à la 
paillasse » ainsi que nos fous rires constituent des super souvenirs.  
     Merci également à Lise Brion, pour son aide autant technique que morale, en 
particulier à la fin de ma thèse.  
4 
 
     Un grand merci à Celia Zazo-Seco pour son œil scientifique, son soutien 
quotidien et son aide. 
     Merci à Mme le Docteur Michelle Allouche pour sa disponibilité, ses conseils 
scientifiques et sa bonne humeur.  
     Je tiens à remercier les membres de l’équipe des ophtalmologistes pour leur aide 
et la collecte des échantillons. Je remercie Mr le Professeur Pierre Fournié pour ses 
conseils et les corrections apportées à mon manuscrit dans la partie kératocône. 
     Je souhaite également  remercier l’ensemble des membres du laboratoire qui 
m’ont quotidiennement  facilité la vie au laboratoire : Marie Claire Méchin, pour sa 
disponibilité et ses explications, Corine Leprince pour sa bonne humeur et sa 
gentillesse, Géraldine Offer pour son écoute et sa présence surtout dans les 
moments difficiles, ainsi que Carole, Céline, Marie, Johanne, Brigitte, Laurence, 
Théo, Roxanne, Emeline, Saber, Sokhna, Mélanie pour leur capacité à créer une 
ambiance chaleureuse en contribuant ainsi à faciliter mon séjour en France.  
     Je tiens également à remercier tous ceux en dehors du laboratoire qui m’ont 
soutenu et beaucoup aidé surtout moralement : Mme Michelle Caria, Audrey, 
Laurent, et Carine. 
     Ces remerciements ne seraient pas complets sans remercier mes amis et ma 
famille : mes parents qui m’ont soutenu avec amour durant toutes ces longues 
années de thèse, ainsi que les familles Mihalache et Scutelnic et notre amie Nathalie.   
          Et enfin, je remercie mon fils, Alexandre, qui est resté avec moi pendant tout 
ce temps et qui a été, surtout dans les moments difficiles, la seule raison pour 
laquelle je suis restée jusqu’à la fin. 
     Je vous remercie encore une fois, sans vous tous rien n’aurait été possible. 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
1 
 
TABLE DES MATIERES 
 
INTRODUCTION .........................................................................................................9 
CHAPITRE I : REVUE DE LA LITTERATURE .................................................................. 11 
Partie 1: La cornée humaine: structure et fonctions ........................................... 13 
1.1.1 Introduction ............................................................................................ 15 
1.1.2 Embryogénèse ....................................................................................... 16 
1.1.3 Histologie ............................................................................................... 16 
1.1.3.1 L’épithélium cornéen ....................................................................... 17 
1.1.3.1.1 Les cellules basales .................................................................. 18 
1.1.3.1.2 Les cellules intermédiaires ........................................................ 19 
1.1.3.1.3 Les cellules superficielles .......................................................... 20 
1.1.3.2 La membrane de Bowman ............................................................... 22 
1.1.3.3 Le stroma ......................................................................................... 22 
1.1.3.4 La couche Dua ................................................................................ 24 
1.1.3.5 La membrane de Descemet ............................................................ 24 
1.1.3.6 L’endothélium .................................................................................. 25 
1.1.4 Le limbe et les cellules souches ............................................................ 26 
1.1.4.1 Le limbe ........................................................................................... 26 
1.1.4.2 Les cellules souches ....................................................................... 28 
1.1.4.2.1 Le renouvellement de l'épithélium cornéen ............................... 29 
1.1.4.2.2 La régulation du renouvellement de l'épithélium cornéen .......... 30 
1.1.5 Innervation cornéenne ........................................................................... 31 
1.1.6 Fonctions de la cornée ........................................................................... 31 
1.1.6.1 La protection du segment antérieur de l’œil..................................... 32 
1.1.6.1.1. Barriere semi perméable et antimicrobienne ............................ 32 
1.1.6.1.2 Barrière mécanique ................................................................... 32 
1.1.6.1.3 Barrière photoprotectrice et antioxydante .................................. 32 
1.1.6.2 La réfraction ..................................................................................... 33 
1.1.6.3 La transmission de la lumière .......................................................... 33 
Partie 2 : La peau humaine : structure et fonctions ............................................ 35 
1.2.1 Introduction ............................................................................................ 37 
1.2.2 Embryogénèse ....................................................................................... 37 
1.2.3 Histologie ............................................................................................... 38 
1.2.3.1 L’épiderme ....................................................................................... 38 
1.2.3.1.1. La couche basale ..................................................................... 39 
1.2.3.1.2. La couche épineuse ................................................................. 39 
1.2.3.1.3. La couche granuleuse .............................................................. 40 
1.2.3.1.4. La couche cornée ..................................................................... 41 
1.2.3.2 Le derme ......................................................................................... 42 
1.2.3.3 L’hypoderme .................................................................................... 42 
1.2.4  Les cellules souches. ............................................................................ 43 
2 
 
1.2.4.1 Le renouvellement de l’épiderme ..................................................... 45 
1.2.5 Fonctions de la peau.............................................................................. 46 
Partie 3: Les programmes de différenciation terminale de l'épiderme et de 
l'épithélium cornéen ........................................................................................... 51 
3.1 Introduction ............................................................................................... 53 
3.2 Les kératines ............................................................................................ 57 
3.3 Le complexe jonctionnel ........................................................................... 60 
3.3.1 Les jonctions serrées- les claudines. .................................................. 61 
3.3.2 Les jonctions d’ancrage : les desmosomes ........................................ 64 
3.4 Le complexe de différenciation épidermique. ............................................ 68 
3.4.1 La régulation de l’expression des gènes du complexe de différenciation 
épidermique ................................................................................................. 71 
3.4.2 L’involucrine ........................................................................................ 72 
3.4.3 La loricrine .......................................................................................... 74 
3.4.4  La famille SFTPs : exemple des filaggrine, filaggrine 2 et  hornerine 75 
4.1 Définition ................................................................................................... 81 
4.2 Étiologie et facteurs de risque ................................................................... 82 
4.2.1 Facteurs génétiques ........................................................................... 82 
4.2.2 Facteurs environnementaux ............................................................... 86 
4.2.3. Facteurs géographiques .................................................................... 87 
4.3 Physiopathologie ...................................................................................... 87 
4.4. Analyse histologique de la cornée kératocônique .................................... 97 
4.5 Classification du kératocône ................................................................... 103 
4.6 Manifestations cliniques .......................................................................... 107 
4.7 Méthodes d’exploration ........................................................................... 109 
4.8 Diagnostic précoce = Mapping épithélial ................................................ 111 
4.9 Traitements du KC .................................................................................. 113 
4.9.1 Prise en charge contactologique ...................................................... 114 
4.9.2 Prise en charge chirurgicale ............................................................. 115 
4.9.2.1 Le traitement stabilisateur du KC : le « cross-linking » du collagène 
cornéen (CXL) ........................................................................................ 116 
4.9.2.2 Les anneaux intra-cornéens pour le KC ..................................... 118 
4.9.2.3 Les implants toriques ................................................................. 121 
4.9.2.4 Greffes de cornée ....................................................................... 121 
4.9.2.5 Les traitements combinés .......................................................... 124 
4.9.3 Nouvelles stratégies à l’étude dans le traitement du KC .................. 126 
CHAPITRE II : OBJECTIFS DE LA THESE ............................................................ 127 
CHAPITRE III: RESULTATS EXPERIMENTAUX ................................................... 131 
ARTICLE .......................................................................................................... 133 
CHAPITRE IV : DISCUSSION ................................................................................ 161 
CONCLUSION ......................................................................................................... 174 
PERSPECTIVES ...................................................................................................... 177 
Annexe 1 .......................................................................................................... 178 
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ................................................................ 183 
3 
 
 LISTE DES ABREVIATIONS 
 
ABCB5 ATP Binding cassette subfamily B 
ABCG2   ATP-binding cassette super-family G member 2 
ADN     Acide désoxyribonucléique 
AIC         Anneaux intra-cornéens 
AP1    Activator protein 1 
ARE   Antioxidant responsive element 
ARN    Acide ribonucléique 
AV Acuité visuelle 
BMP   Bone morphogenetic proteins 
CAT       Cellule amplificatrice transitoire 
CB Couche basale 
CC   Couche cornée 
CDSN Corneodesmosine 
C/EBP alpha      CCAAT/enhancer-binding proteins 
CG    Couche granuleuse 
CLDN   Claudine 
CP Cellule progénitrice 
CS Cellule souche 
CXL Crosslinking 
DHEA-S             Dehydroepiandrotestosterone 
DP Desmoplakine 
DSC Desmocolline 
DSG Desmogléine 
EVPL Envoplakine 
FLG                   Filaggrine 
FNH Facteur naturel d’hydratation 
FP Folicule pileux 
HMOX-1,2          Heme oxygenase (decycling) 1 
HRNR Hornerine 
IL Interleukine 
IVL Involucrine 
KC Kératocone 
Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 
Klf4 Kruppel like factor 4 
KRT       Kératine 
4 
 
LC3A    Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha 
LIO Lentille intraoculaire 
LOR Loricrine 
LOX Lysyl oxydase 
LRPG Lentille rigides permeable au gaz 
MMP Métalloprotéases matricielles 
MAP kinases Mitogen-activated protein kinase 
NISCH Neonatal Icthyosis Sclerosing and Cholangitis syndrome 
NQO1    NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1 
Nrf2 Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 
OCT Optical Coherence Tomography 
PAX6    Paired box 6 
PPL    Périplakine 
ROS Reactive oxygen species 
RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction  
SFRP1 Secreted Frizzled Related Protein 1 
SFTPs S100 Fused Type Proteins 
SOD   Superoxide dismutase 
SPRR   Small proline rich proteins 
TGF β                 Transforming growth factor beta 
TIMP Tissue inhibitors of metalloproteinases 
TNF Tumor necrosis factor 
TUBA3D  Tubulin Alpha 3d 
VSX   Visual system homebox 
Wnt Wingless related beta catenine 
WT Wild type 
ZNF   Zinc finger protein 
ZO Zonula occludens 
 
                            
                  
 
 
 
                  
                      
5 
 
TABLE DES ILLUSTRATIONS 
 
Figure 1. Représentation schématique de la face antérieure du globe oculaire...................... 15 
Figure 2. Les dérivés du feuillet ectodermique. ............................................................................ 16 
Figure 3. Représentation schématique de la cornée humaine. .................................................. 17 
Figure 4. Structure de l’épithélium cornéen ................................................................................... 17 
Figure 5. Représentation schématique des interactions de la couche basale de             
l’épithélium cornéen avec la membrane basale ............................................................................. 19 
Figure 6. Image en microscopie confocale in vivo de l’épithélium cornéen normal ................ 20 
Figure 7. Microscopie électronique à balayage de la face apicale des cellules épithéliales 
cornéennes superficielles .................................................................................................................. 21 
Figure 8. Structure du film lacrymal ................................................................................................ 22 
Figure 9. Images en microscopie électronique à balayage du stroma cornéen. ..................... 24 
Figure 10. La couche Dua de la cornée humaine ......................................................................... 24 
Figure 11. Représentation schématique de la membrane de Descemet et ses composants 25 
Figure 12. Endothélium cornéen vu en microscopie spéculaire ................................................. 26 
Figure 13. Représentation schématique du limbe cornéen (1) D’après (G. Gonzalez et al. 
2018) et des Palissades de Vogt (2). D’après (Bizheva et al. 2017) .......................................... 27 
Figure 14. Représentation schématique du limbe et des cellules qui siègent dans les 
cryptes. ................................................................................................................................................. 28 
Figure 15. Modèle simplifié de l’hypothèse X/Y/Z du renouvellement cornéen proposé par 
Thoft (1983) ......................................................................................................................................... 29 
Figure 16. Schéma de l’innervation cornéenne (à gauche) et représentation 
tridimensionnelle de l'innervation de la cornée humaine (à droite). ............................................ 31 
Figure 17. Fonctions de la cornée. ................................................................................................. 32 
Figure 18. Représentation schématique de la peau. ................................................................... 38 
Figure 19. Représentation schématique de l’épiderme. .............................................................. 39 
Figure 20. La couche épineuse de l’épiderme observée en microscopie électronique à 
transmission. ....................................................................................................................................... 40 
Figure 21. La couche granuleuse en microscopie électronique a transmission. ..................... 41 
Figure 22. La couche cornée de l’épiderme en microscopie électronique à balayage (à 
gauche) et à transmission (à droite). ............................................................................................... 42 
Figure 23. Répartition des cellules souches dans l'épiderme ..................................................... 43 
Figure 24. Représentation schématique des deux modèles de renouvellement de l'épiderme.
 ............................................................................................................................................................... 46 
Figure 25. Représentation schématique des principales fonctions de  la peau ....................... 46 
6 
 
Figure 26. Pax6, WNT7A et ABCB5 jouent un rôle primordial dans la  transformation des 
cellules souches épithéliales en cellules souches cornéennes. .................................................. 54 
Figure 27. Organisation d’un filament intermédiaire. ................................................................... 57 
Figure 28. Le réseau de filaments intermédiaires  dans les kératinocytes vu avec différentes 
techniques de microscopie. ............................................................................................................... 58 
Figure 29. Le complexe jonctionnel dans une cellule. ................................................................. 60 
Figure 30. Analyse protéique en Western blot (A), microscopie électronique 100nm (B) et 
immunofluorescence 80 µm (C)  des claudines 1 et 4 dans l’épiderme de souris ................... 63 
Figure 31. Analyse de la distribution des claudines par RT-PCR dans l’épithélium cornéen et 
conjonctival (à gauche) et par immunofluorescence dans l’épithélium cornéen (à droite). .... 63 
Figure 32. Représentation schématique de la structure des desmosomes et 
corneodesmosomes. .......................................................................................................................... 65 
Figure 33. Représentation schématique de l’expression des protéines du desmosome et du 
corneodesmosome au cours de la différenciation épidermique. ................................................. 66 
Figure 34. Analyse par Western blot des différentes protéines des desmosomes dans 
l’épithélium nasal (N), cornéen  (C) et conjonctival (Conj) du bœuf. .......................................... 67 
Figure 35. Localisation des Dsc et Dsg dans l’épithélium cornéen central (A,B) et limbique 
(C,D) bovin. .......................................................................................................................................... 67 
Figure 36. Les souris Dsg3 KO présentent des lésions oculaires ............................................. 68 
Figure 37. Les trois étapes de la formation de l’enveloppe cornée. .......................................... 70 
Figure 38. Représentation schématique du chromosome 1 humain et la localisation des 
gènes du complexe de  différenciation épidermique ..................................................................... 71 
Figure 39. Marquage par immunofluorescence indirecte (à droite) de l’involucrine sur des 
coupes d’épiderme murin. ................................................................................................................. 73 
Figure 40. Marquage par immunofluorescence indirecte  de l’involucrine sur des coupes de 
l’épithélium cornéen humain (3,4). ................................................................................................... 73 
Figure 41. Marquage par immunofluorescence indirecte  de la loricrine sur des coupes (50 
µm) d’épithélium cornéen et d’épiderme humains......................................................................... 74 
Figure 42. Expression de la filaggrine dans l’épiderme normale et l’épithélium conjonctival 
pathologique (dans le Syndrome Stevens- Johnson) ................................................................... 76 
Figure 43. Analyse par immunohistochimie de l'expression de l’HRNR dans les structures 
oculaires. .............................................................................................................................................. 77 
Figure 44. Représentation schématique d’une cornée normale et d’une cornée 
kératocônique avec image simulée des troubles de la vision...................................................... 81 
Figure 45. Distribution des âges de découverte du KC. .............................................................. 82 
Figure 46. Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement et la 
progression du KC. Plusieurs hypothèses sont proposées. ........................................................ 88 
7 
 
Figure 47. Le déséquilibre entre les inhibiteurs de protéinases et la protéolyse pourrait jouer 
un rôle fondamental dans la physiopathogénie du KC ................................................................. 89 
Figure 48. Classification de la morphologie des cellules de Langerhans. ................................ 92 
Figure 49. Localisation des médiateurs immunitaires solubles dans le liquide lacrymal, le 
tissu cornéen et l'humeur aqueuse des patients atteints de KC. ................................................ 93 
Figure 50. Analyse de l'expression en ARNm des gènes liés à la voie autophagique dans 
l'épithélium cornéen entier (à gauche) et dans la région du cône et de la périphérie (à droite) 
des patients atteints de KC. .............................................................................................................. 95 
Figure 51. Images en microscopie confocale du la couche des cellules superficielles de la 
cornée du KC. Cellules superficielles allongées fusiformes de KC sévère ............................... 98 
Figure 52. Image en microscopie confocale des cellules intermédiaires de l’épithélium 
cornéen kératocônique (A) et normal (B). ....................................................................................... 98 
Figure 53. Image en microscopie confocale de la couche basale de l’épithélium cornéen 
kératocônique (A) et normal (B). ...................................................................................................... 99 
Figure 54. Image en microscopie optique et confocale de la région apicale de la cornée 
kératocônique .................................................................................................................................... 101 
Figure 55. Classification du KC d’après Amsler- Krumeich ...................................................... 104 
Figure 56. La classification Belin ABCD du KC. ......................................................................... 105 
Figure 57. Différents aspects topographiques à partir de cartes axiales en échelle absolue.
 ............................................................................................................................................................. 105 
Figure 58. Indices en topographie spéculaire permettant de distinguer les KC infra-cliniques 
des KC avérés. .................................................................................................................................. 106 
Figure 59. Indices en topographie d’élévation sur la carte pachymétrique des cas suspects 
de KC. ................................................................................................................................................. 106 
Figure 60. Signe de Munson. ......................................................................................................... 107 
Figure 61. Les stries de Vogt. ........................................................................................................ 108 
Figure 62. L’anneau de Fleischer dans le KC. ............................................................................ 108 
Figure 63 Images obtenues en topographie spéculaire en utilisant le disque de Placido et 
leur transcription sur des cartes colorées. .................................................................................... 109 
Figure 64. Exemple d’une topographie d’élévation d’une cornée normale (1) et d’un KC (2).
 ............................................................................................................................................................. 110 
Figure 65. Exemple du profil d’épaisseur épithéliale dans le diagnostic du KC. ................... 112 
Figure 66. Arbre décisionnel pour la prise en charge du KC. ................................................... 114 
Figure 67. Les lentilles utilisées pour améliorer la vision du patient atteint de KC. .............. 115 
Figure 68. Réticulation du collagène cornéen par le cross-linking. ......................................... 117 
Figure 69. Les anneaux intra-cornéens pour le KC. .................................................................. 118 
8 
 
Figure 70. Les principales indications et contre-indications du CXL et de la pose d’anneaux 
intra-cornéens. .................................................................................................................................. 120 
Figure 71. Exemples d’anneaux intra-cornéens. ........................................................................ 120 
Figure 72. Représentation schématique de différentes greffes de cornée utilisées dans le 
traitement du KC. .............................................................................................................................. 122 
Figure 73. Examen biomicroscopique d’un patient après greffe de la couche de Bowman. 124 
Figure 74. Représentation schématique de l'activation de la voie de signalisation de Nrf2 par 
les espèces réactives de l'oxygène. .............................................................................................. 171 
Figure 75. Représentation schématique de l’action d’hème oxygénase. ............................... 173 
Figure 76. Modèle des mécanismes physiopahogéniques impliquées dans le kératocône 176 
Figure 77. Différentes conditions testées pour produire des épithéliums cornéens 
reconstruits. ....................................................................................................................................... 180 
Figure 78. Coloration en hémalin-éosine des épithéliums cornéens reconstruits (a gauche) 
et l’expression en ARNm des gènes de différenciation épidermique (KRT10, KRT14 FLG) et 
cornéen (KRT3). ............................................................................................................................... 180 
 
 
Liste des tableaux 
 
Tableau 1. Distribution des kératines dans l’épiderme et l’épithélium cornéen. ...................... 58 
Tableau 2. Distribution des glycoprotéines desmosomales dans les épithéliums cornéen, 
conjonctival et épiderme bovin ......................................................................................................... 68 
Tableau 3. Les gènes candidats avec mutations identifiés chez les patients atteints de KC. 84 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
9 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11 
 
 
Chapitre I : Revue de la littérature 
 
 
L’objectif principal de ma thèse est l'étude comparative du programme de 
différenciation terminale de l'épithélium cornéen en situation physiologique et 
pathologique, en particulier dans le cas du kératocône.  
Ainsi, mon introduction comporte 4 parties : 
 
La première partie décrira l'organisation structurelle et fonctionnelle des différentes 
couches de la cornée et plus précisément celles de l'épithélium cornéen. 
 
La deuxième partie retracera les principales composantes de l'épiderme, ainsi que 
les fonctions spécifiques dues à l'enveloppe cornée 
 
La troisième partie sera consacrée au programme de différenciation terminale de 
l'épiderme et l'épithélium cornéen. Une étude comparative entre ces deux tissus sera 
menée afin de rechercher des similarités et des différences entre ces deux 
épithéliums pavimenteux pluristratifiés. 
 
La quatrième partie introductive, décrira les principales voies physiopathologiques 
connus comme étant impliquées dans l'apparition et la progression du kératocône - 
une ectasie cornéenne d’origine multifactorielle. 
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1.1.1 Introduction 
     Il y a dans le monde près de 285 millions de personnes qui présentent une déficience 
visuelle : 39 millions d’entre elles sont aveugles et 246 millions présentent une baisse de 
l’acuité visuelle (Flaxman et al. 2017). Les défauts de réfraction non corrigés constituent la 
principale cause de déficience visuelle. Les maladies de la surface oculaire et plus 
précisément de la cornée sont à l’origine de nombreuses consultations ophtalmologiques et 
peuvent être responsables d’un handicap visuel sévère. 
     La cornée humaine est une membrane solide et transparente au travers de laquelle la 
lumière entre à l'intérieur de l'œil. Elle est constamment susceptible de subir des lésions qui 
peuvent être d'origine traumatique ou non. Quelle que soit leur origine, ces lésions peuvent 
entraîner des dommages superficiels ou profonds. Bien que les atteintes superficielles 
cicatrisent sans laisser de séquelles, l'altération de la qualité de la cicatrisation peut entraîner 
des opacités cornéennes résiduelles. La conséquence d'une telle situation est une réduction 
de la vision. 
     La cornée (Figure 1) constitue la face antérieure du globe oculaire. Elle a une forme lisse 
et convexe, elle est avasculaire et mesure 11-12 mm horizontalement et 9-10 mm 
verticalement. L'épaisseur de la cornée varie entre 550 µm dans le centre et 700 µm en 
périphérie. Cette tunique externe représente ⅔ du pouvoir réfractif de l’œil, en ayant une 
puissance dioptrique de 43 dioptries. En périphérie se trouve le limbe, un véritable réservoir 
de cellules à haute capacité proliférative. 
 
 
Figure 1. Représentation schématique de la face antérieure du globe oculaire 
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1.1.2 Embryogénèse 
     La cornée est un organe épithélio-mésenchymateux et sa constitution fait appel à un 
assemblage de différents éléments tissulaires constitués à partir de l’ectoderme (pour 
l'épithélium) et du mésoderme (pour le mésenchyme) (Figure 2) (Collomb 2010). Au cours 
du développement, la cornée se forme après que la vésicule cristallinienne se soit détachée 
de l’ectoderme par la migration des cellules mésenchymateuses périoculaires, issues des 
crêtes neurales (Yang 2006). 
 
 
Figure 2. Les dérivés du feuillet ectodermique. 
 
 L’ectoderme est composé de trois principales structures: l’ectoderme de surface qui va former 
l’épiderme et les l’épithélium de surface; le tube neural qui est à l’origine du cerveau et du système 
nerveux central et la rétine; les crêtes neurales, qui vont former le système nerveux périphérique le 
derme, le stroma et l’endothélium cornéen. En rouge sont présentés  les composants de la peau et de 
l’œil. Modifié d’après  (Collomb 2010) 
   
1.1.3 Histologie  
     De nombreuses fonctions de la cornée, indispensables pour une bonne vision, lui sont 
conférées grâce à une organisation complexe et dynamique. 
     La cornée se divise en six couches distinctes (Figure 3): l'épithélium, la membrane de 
Bowman, le stroma, la couche Dua, la membrane de Descemet et l'endothélium. 
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D’après http://samvizhu.ru/stroenie-glaza/struktura-funkcii-rogovicy-glaza.html 
 
      
1.1.3.1 L’épithélium cornéen 
     L'épithélium cornéen, un épithélium stratifié non cornifié, joue un rôle optique fondamental 
et protège la cornée des agressions extérieures. Il représente 10% de l’épaisseur de la 
cornée, soit  environ 50 µm. C’est une structure tissulaire en continuité avec l'épithélium 
conjonctival. 
     L'épithélium cornéen est formé de 5 à 7 couches de cellules au centre et 8-10 en 
périphérie qui se renouvellent tous les 7 jours environ (Poli 2014). Il existe trois niveaux de 
différenciation des cellules épithéliales: les cellules basales, intermédiaires (dites ailées) et 
superficielles qui desquament en surface dans le film lacrymal (Figure 4). 
 
     Figure 4. Structure de l’épithélium cornéen      
 D’après (Yanoff, Duker, and Augsburger 2009) 
    
L’épithélium 
cornéen 
La membrane de Bowman 
Le stroma 
La couche Dua 
 La membrane de Descemet 
L’endothélium 
Figure 3. Représentation schématique de la cornée humaine. 
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     A la périphérie de l’épithélium cornéen, dans la région limbique, siègent également des 
cellules non épithéliales représentées par des lymphocytes (essentiellement T), des cellules 
de Langerhans présentatrices d'antigènes et qui interviennent dans la réponse immunitaire, 
et des mélanocytes dans la couche basale (Goldschmit et al. 2011). 
     L'épithélium cornéen, en contact direct avec le film lacrymal, joue un rôle de protection et 
de défense, en agissant en tant que barrière mécanique grâce à des jonctions intercellulaires 
du type desmosomes et jonctions serrées. 
 
          1.1.3.1.1 Les cellules basales 
     Les cellules basales représentent la couche germinative de l'épithélium. Ce sont les 
seules cellules épithéliales capables de mitose. Les cellules filles se déplacent en avant vers 
la surface, en maintenant le contact avec les cellules voisines jusqu'à ce qu’elles se 
desquament dans le film lacrymal. 
     Il s’agit d’une couche monocellulaire de cellules cylindriques qui mesurent 18 µm de haut 
et 10 µm de diamètre reposant sur une lame basale (Poli 2014). Leur noyau est ovale et il 
est orienté dans le grand axe, c'est à dire perpendiculairement à la lame basale. En 
microscopie électronique à balayage, les cellules basales présentent un cytoplasme riche en 
granules de glycogène, qui constituent une source d'énergie métabolique stockée à utiliser 
en période de stress épithélial, comme l’hypoxie et la cicatrisation. Les filaments d’actine 
sont visibles le long du côté cytoplasmique de la membrane et peuvent être importants pour 
la migration cellulaire lors de la cicatrisation, au cours de laquelle les cellules basales 
peuvent devenir mobiles (Klyce 1972). On trouve aussi des microtubules et surtout des 
filaments de kératines qui les connectent entre eux par l'intermédiaire des desmosomes et 
avec la lame basale par les hémi-desmosomes. A ce niveau, les cellules expriment la paire 
de kératines 5 et 14 (Pitz and Moll 2002). 
     Au niveau des faces apicales et latérales des cellules, on retrouve des jonctions du type 
gap et des desmosomes, les deux étant impliqués dans la cohésion. Chaque  épithéliocyte 
est ancrée à la lame basale via les hémi-desmosomes qui assurent l'adhérence forte de 
l'épithélium cornéen à la lame basale sous-jacente (Poli 2014). 
     La lame basale est synthétisée par les cellules épithéliales et sépare la membrane de 
Bowmann de l'épithélium cornéen. Elle a une structure assez complexe (Figure 5) et on y 
retrouve du collagène IV et VII, des laminines, de la fibronectine et des protéoglycanes dont 
certains contenant du sulfate d’héparane (Torricelli et al. 2013). Les collagènes sont des 
protéines fibrillaires extracellulaires qui ont une structure hélicoïdale à trois brins. Trois 
chaînes polypeptidiques appelées chaîne α sont enroulées les unes autour des autres pour 
former une molécule de collagène. L’association des différentes formes de chaîne α va 
permettre d’identifier les types de collagène. La famille des collagènes comporte 19 formes 
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différentes de molécules chez les vertébrés. L’épaisseur de la lame basale, de 80 Å environ, 
peut augmenter avec l'âge et dans certaines circonstances pathologiques (diabète ou 
dystrophie de Cogan). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
      
 L'étude en microscopie électronique permet de détecter deux parties: 
- la lamina lucida qui est au contact direct avec les cellules épithéliales et apparaît 
claire au microscope.  
- la lamina densa, vers le côté stromal, qui apparaît sombre au microscope et assure 
1) la migration cellulaire lors de la morphogenèse; 2) le maintien de l’architecture des 
tissus; 3) la semi-perméabilité membranaire ainsi que le support pour l'adhésion 
cellulaire. 
 
     En dehors de son rôle de support mécanique, la lame basale influence le comportement 
cellulaire en modulant les concentrations locales des facteurs de croissance et de cytokines 
(Hynes 2009). 
 
          1.1.3.1.2 Les cellules intermédiaires  
     Ce sont des cellules de transition entre les cellules basales et les cellules superficielles. 
Elles forment  2 à 3 assises cellulaires dans la partie centrale de l'épithélium cornéen et 5 à 6 
en périphérie. En microscopie optique, ces cellules ont une structure polygonale, avec une 
face antérieure convexe et une face postérieure concave. Le noyau est allongé cette fois-ci 
dans l’axe de la cellule. Le cytoplasme est riche en microtubules et filaments de kératines. 
L’appareil de Golgi est bien développé. Les cellules intermédiaires sont interconnectées par 
des jonctions desmosomales du type gap. 
Les cellules de la couche basale de l’épithélium cornéen sont fixées aux collagènes (IV et VII) de la 
lamina densa de la membrane basale par un système de protéines d'ancrage (laminines, intégrines, 
fibronectines) qui envahissent la lamina lucida. D’après (Avetisov, S.V. Trufanov, 2016) 
Figure 5. Représentation schématique des interactions de la couche basale de             
l’épithélium cornéen avec la membrane basale 
 
20 
 
 
Figure 6. Image en microscopie confocale in vivo de l’épithélium cornéen normal 
D’après (Petroll and Robertson 2015) 
 
  1.1.3.1.3 Les cellules superficielles  
     Les cellules superficielles épithéliales (Figure 6) sont réparties en 2 ou 3 couches de 
cellules squameuses très différenciées. Ces cellules présentent des caractéristiques 
structurales bien particulières. En microscopie optique, elles sont allongées et aplaties, ayant 
une forme polygonale avec une longueur de 40 à 60 µm. Leur noyau ne persiste que sous 
forme de mottes chromatiniennes condensées et les mitochondries sont rares. 
     Une particularité importante des cellules superficielles est que leur membrane 
cytoplasmique apicale est redressée de microvillosités et de microplis de 0.5-1 µm 
d'épaisseur, ce qui augmente considérablement la surface d'échange avec le film lacrymal et 
assurent aussi son ancrage (Poli 2014). Une propriété essentielle de la couche cellulaire 
superficielle est le complexe des jonctions formé avec les cellules latéralement adjacentes. 
Ce complexe est constitué des jonctions serrées qui entourent complètement la cellule et qui 
empêchent ainsi le mouvement des substances du film lacrymal dans les espaces 
intercellulaires de l'épithélium.  
     Le complexe des jonctions serrées apical en combinaison avec la très faible perméabilité 
de la membrane externe de la cellule squameuse superficielle est la représentation 
anatomique de la propriété de barrière de l'épithélium cornéen. Les terminaisons nerveuses 
sensorielles dans l'épithélium aident à préserver l'intégrité de cette importante structure de 
barrière de surface en provoquant une réponse douloureuse importante aux blessures. Un 
test clinique visant à déterminer si cette barrière est intacte utilise des colorants, tels que la 
fluorescéine, qui est instillés dans le sac conjonctival. La surface épithéliale normale se 
tâche peu ou pas du tout. Plusieurs facteurs, tels que la perte rapide ou anormale de cellules 
épithéliales ou l'incapacité à former des jonctions serrées, entraînent une coloration de la 
surface de l'épithélium cornéen. 
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     Grâce à la microscopie électronique à balayage, on peut distinguer 3 types de cellules 
superficielles en fonction de leur luminosité et de leur densité en microvillosités et en 
microplis (Figure 7): 
- les cellules claires, riches en microvillosités et microplis, de petites tailles, 
représentant 30 % des cellules superficielles ; 
- les cellules intermédiaires, les plus nombreuses (± 40 %) ; 
- les cellules sombres, de grande taille, dont les villosités et les plis sont limités 
à la partie centrale.  
  
 
 
     
 
 
 
 
 
    La variation dans le nombre et la taille des microplis correspondrait à une différence de 
maturation cellulaire. Les cellules claires seraient les plus jeunes, les cellules intermédiaires 
seraient des cellules matures, et les cellules sombres, des cellules hyper-matures en voie de 
desquamation vers le film lacrymal. Les cellules superficielles, hautement différenciées, 
expriment les marqueurs tardifs de différenciation cornéenne. Le couple de kératines K3/ 
K12 est reconnu comme caractéristique de ce tissu (Chaloin-Dufau et al. 1993). 
     Le film lacrymal est l’interface entre l'œil et le monde extérieur. Il est composé d’eau, 
d’enzymes, d’immunoglobulines, de lipides, de différents métabolites et de cellules exfoliées 
multinucléées. Le film lacrymal s’organise en trois phases (Figure 8) : lipidique, aqueuse et 
mucineuse. 
A
 
B
 
3 
2 
1 
Image en microscopie électronique à 
balayage des cellules de la surface de 
l'épithélium cornéen (A) humain 
illustrant à la fois les noyaux situés au 
centre et les bordures des cellules 
latérales proéminentes.  
Les bordures latérales entre les cellules 
adjacentes forment une barrière étroite 
à travers la surface de la cornée 
Grossissement : × 500. 
D’après (Beuerman et al. 1994) 
 
Figure 7. Microscopie électronique 
à balayage de la face apicale des 
cellules épithéliales cornéennes 
superficielles 
 
B. Cellules claires (1), Intermediaires (2) et 
sombres (3) 
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- la phase lipidique est une couche superficielle de 0,1 µm d'épaisseur, directement au 
contact de l'air, qui permet de retarder l'évaporation du film lacrymal. Elle est sécrétée par les 
glandes de Zeiss et de Meibomius présentes au niveau de la marge palpébrale (Lozato, 
Pisella, and Baudouin 2001). 
- la phase aqueuse est une couche intermédiaire de 7 µm, sécrétée par les glandes 
lacrymales avec un débit d'environ 1,2 µL/min ; 
- la phase mucineuse est une couche profonde, sécrétée par les cellules caliciformes de 
l’épithélium conjonctival. Ce mucus est en relation avec les cellules apicales épithéliales par 
l'intermédiaire du glycocalyx. 
 
 
  
D’après http://www.systane.ca/fr/secheresse-oculaire/en-quoi-consistent-les-larmes/ 
 
1.1.3.2 La couche de Bowman 
     L'épithélium cornéen et la lame basale reposent sur une membrane acellulaire, la couche 
de Bowman. Elle est constituée de plusieurs fibrilles de collagène de type V, VI et VII ainsi 
que du collagène IV, principal constituant des lames basales (Fitch et al. 1998). Les seules 
parties cellulaires présentes à son niveau sont représentées par de fines expansions des 
cellules de Schwann entourant les terminaisons nerveuses. Une particularité importante est 
que cette membrane n’est pas régénérée après une blessure (Collomb 2010). 
 
   1.1.3.3 Le stroma 
     Le stroma cornéen représente environ 90% de l'épaisseur de la cornée. Il est constitué de 
kératocytes à l’origine d’un tissu conjonctif dense très particulier dont l’organisation des 
Couche 
lipidique 
 (assurée 
par les 
glandes de 
Zeiss, 
Meibomius 
et Moll) 
 
Couche 
aqueuse  
(secrétée 
par les 
glandes 
accessoire
s de 
Krause et 
Wolfring) 
Couche 
mucineuse  
(formée par les 
cellules 
caliciformes de 
Henle et Manz) 
Figure 8. Structure du film lacrymal 
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fibrilles de collagène a pour but d’assurer la transparence de la cornée et sa résistance 
mécanique. 
     Les kératocytes issus de la migration des cellules des crêtes neurales présents dans le 
stroma, sont éparpillés entre les lamelles de collagène (Hay 1980). Malgré la faible densité 
cellulaire des kératocytes dans le stroma (2-3% du volume stromal), ils forment un réseau 
complexe connecté par des extensions cytoplasmiques  
(T. Nishida et al. 1988). Les kératocytes sont des cellules d’origine mésenchymateuse. Ce 
sont des cellules plates, avec un noyau volumineux, à bords réguliers, avec un réticulum 
endoplasmique granuleux mal développé et peu de mitochondries. Cette pauvreté en 
organites est caractéristique des cellules à faible activité métabolique. En microscopie 
optique on voit de multiples expansions cytoplasmiques qui forment un réseau 
tridimensionnel, entrant en contact avec les expansions des kératocytes adjacents grâce à 
des jonctions du type gap. Ils sont normalement quiescents et synthétisent le collagène à un 
taux très lent. Dans les conditions physiologiques, leur rôle essentiel est d’assurer l'intégrité 
de la matrice extracellulaire.  
     En cas de blessure du stroma, les kératocytes quiescents sont activés et synthétisent 
alors une nouvelle matrice extracellulaire, mais de composition différente et non organisée. 
Afin de permettre une contractilité de la plaie, les keratocytes peuvent, à leur tour, se 
différencier en myofibroblastes. Cependant, cette transformation est irréversible. Tous ces 
facteurs contribuent à la formation de cicatrices opaques, fréquentes dans des cas de 
blessures du stroma (Fini 1999). 
     La matrice extracellulaire est composée essentiellement de collagène et des 
protéoglycanes. Les collagènes du stroma sont principalement le collagène de type I (50 à 
90%) et, dans une moindre mesure, de type III, V et VI (Fitch et al. 1998)(Marshall, Konstas, 
and Lee 2004). Le collagène de type III est majoritairement exprimé lors du processus de 
cicatrisation ou au cours de l’inflammation. Selon une étude (Zimmermann et al. 1988), une 
des caractéristiques les plus importantes des collagènes cornéens, est la proportion très 
élevée de collagène de type VI.  Les molécules de collagène vont s’assembler en fibrilles, 
puis en fibres et finalement en lamelles (Figure 9 A, B) qui vont s'étendre tout le long de la 
cornée, de limbe à limbe (Marshall, Konstas, and Lee 2004). Les fibres de collagène sont 
alignées en lamelles au sein desquelles les microfibrilles de collagène sont toutes parallèles 
entre elles et chaque lamelle est empilée sur la suivante de façon perpendiculaire (Figure 
9C).  
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     Figure 9. Images en microscopie électronique à balayage du stroma cornéen.     
      En général, la cornée humaine comporte 200-250 lamelles qui sont disposées à angle 
droit au niveau du stroma postérieur et à angle aigu dans le stroma antérieur. Cet 
arrangement régulier et uniformément espacé des lamelles de collagène, maintenues par 
des protéoglycanes, permet une bonne transparence de la cornée, ainsi qu’une résistance 
mécanique à la pression intraoculaire (Collomb 2010). La transparence de la cornée est 
aussi assurée  par le diamètre constant des fibrilles de collagène (22,5-35 nm) et par leur 
espacement constant (41,5 nm).  
 
   1.1.3.4 La couche Dua 
     Les travaux récents de H. Dua évoquent l’existence d’une nouvelle couche de la cornée: 
la couche Dua. Cette nouvelle couche a pu être mise en évidence lors de l'introduction d’air 
entre le stroma et la membrane de Descemet (Figure 10). C’est une tunique acellulaire, en 
dessus de la membrane de Descemet, d’une épaisseur de 10-15 µm, composée de 5 à 8 
lamelles de collagène de type I disposées d’une manière transversale, longitudinale et 
oblique. 
 
Figure 10. La couche Dua de la cornée humaine 
Apres l’introduction d’air entre le stroma et la membrane de Descemet, il y a une separation d’une 
tunique acellulaire- la couche Dua. 
1.1.3.5 La membrane de Descemet 
25 
 
     Il s’agit d’une couche acellulaire synthétisée par les cellules endothéliales et qui assure la 
fonction de membrane basale pour ces dernières. Elle mesure 3 µm à la naissance et peut 
atteindre 8 à 12 µm à l'âge adulte, en ayant une composition plus fibreuse et provoquant des 
anomalies visuelles (Kurpakus-Wheater, Kernacki, and Hazlett 2001).  
     La membrane de Descemet est composée des fibrilles de collagène du type IV (Figure 
11), de fibronectine, de laminine de type 1 et de protéoglycanes à héparane, dermatane et 
kératane sulfates (Muriel Poli, 2014). 
 
Figure 11. Représentation schématique de la membrane de Descemet et ses 
composants 
 
   
 1.1.3.6 L’endothélium 
     L'endothélium cornéen (Figure 12) représente la couche la plus profonde de la cornée. 
C’est un épithélium pavimenteux simple, très fin et qui se trouve en contact direct avec 
l’humeur aqueuse (Imanishi et al. 2000)(Kurpakus-Wheater, Kernacki, and Hazlett 2001). 
Les cellules ont une forme hexagonale, régulière et expriment la paire des kératines 8 et 18. 
Cette régularité change au niveau de la périphérie et de la membrane de Descemet, où on 
observe des interdigitations fines afin de permettre une meilleure cohésion intercellulaire. 
Une grande partie de la cellule est occupée par le noyau. Le cytoplasme est clair, dans sa 
partie apicale on retrouve de nombreuses vacuoles et de fins granules, ce qui montre une 
importante activité métabolique. La membrane plasmique comporte une face basale en 
contact direct avec la membrane de Descemet, une face apicale en rapport avec l'humeur 
aqueuse qui contient de courtes microvillosités et une face latérale où siègent les 
mécanismes jonctionnels intercellulaires (jonctions serrées et de type gap). 
     L'endothélium cornéen joue un rôle primordial dans l’hydratation, la transparence et 
l'épaisseur de la cornée. En effet, en cas d’absence totale de l'endothélium ou d'une faible 
densité cellulaire, l’eau de l’humeur aqueuse va s'infiltrer dans le stroma et provoquer un 
œdème (Joyce 2005). Le maintien du taux d’hydratation cornéen s’effectue grâce à des 
pompes actives Na/K/ATPase. Une fois l'organogenèse de l’œil accomplie, l'endothélium ne 
change plus durant toute la vie de l’individu. Ses cellules ne sont donc pas renouvelables, 
D’apres Yanoff, Duker, and Augsburger 2009 
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mais elles sont capables de changer de forme et de migrer vers des zones de rupture 
tissulaire (Collomb 2010). Leur densité diminue avec l'âge (4000 cellules/mm² à la naissance 
contre 2500 à 80 ans). 
 
 
Figure 12. Endothélium cornéen vu en microscopie spéculaire 
 
1.1.4 Le limbe et les cellules souches 
1.1.4.1 Le limbe 
     Le limbe (Figure 13.1) est la zone de transition entre la cornée et la sclère. C'est une 
région semi transparente très vascularisée. La jonction scléro-cornéenne a une forme de 
niche, elle comporte des cryptes où se situent les cellules progénitrices. 
 (1)  
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(2)  
 Figure 13. Représentation schématique du limbe cornéen (1) D’après (G. Gonzalez et 
al. 2018) et des Palissades de Vogt (2). 
 
      
 
      
       
 
     L'épithélium limbique dérive de l’ectoderme embryonnaire, tandis que le stroma limbique 
se différencie à partir du mésenchyme issu des crêtes neurales. 
     C’est la jonction entre l’épithélium cornéen, pavimenteux et pluristratifié, et l’épithélium 
conjonctival, pluristratifié et cylindrique. Cette région est représentée par une série 
d'élévations radiaires appelées palissades de Vogt (Goldberg and Bron 1982), plus 
nombreuses dans l’extrémité cornéenne que sclérale (Figure 13.2). Dans la couche basale 
de l'épithélium limbique on retrouve de nombreuses cellules souches (CS) responsables du 
renouvellement des épithéliums cornéen et conjonctival. Entre les cellules progénitrices on 
peut également trouver quelques mélanocytes et cellules de Langerhans. Les marqueurs 
des cellules basales du limbe sont ABCG2 (ATP-binding cassette super-family G member 2) 
(Schlötzer-Schrehardt and Kruse 2005), KRT19 et l’intégrine alpha 9. 
Sur le plan fonctionnel, le limbe est une région cruciale (Figure 14): 
- il constitue le siège principal des CS qui assurent le renouvellement de l'épithélium 
cornéen, 
- il représente une barrière anatomique et fonctionnelle contre l’envahissement 
conjonctival de la cornée, 
- il est l’endroit des réactions immunitaires de la cornée (cellules Langerhans), 
- il est le lieu des principales voies de l'excrétion de l’humeur aqueuse (Poli 2014). 
 
Images en  OCT in vivo (tomographie en cohérence optique) en coupe transversale du limbe inférieur  
dans une direction tangentielle avec l'objectif du microscope 5x, plus près de l'extrémité cornéenne du 
limbe (A) et plus près de l'extrémité sclérale du limbe (B). Les Palissades de Vogt (PDV) apparaissent 
comme des structures très réfléchissantes, étroites et en forme de boucle (A). Le sang et les 
vaisseaux lymphatiques (V) apparaissent comme des ombres sombres sur le fond de la matrice de 
collagène. Entre 20 et 50 µm sous la base du POV. Images volumétriques du limbe inférieur (C, D). 
D’après (Bizheva et al. 2017) 
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Figure 14. Représentation schématique du limbe et des cellules qui siègent dans les 
cryptes. 
Source (Dziasko and Daniels 2016) 
 
   1.1.4.2 Les cellules souches 
     L'épithélium cornéen forme une barrière protectrice contre les facteurs environnementaux 
(stress mécanique, rayons UV et pathogènes). Afin d’assurer ce rôle, il faut préserver 
l'homéostasie épithéliale : il est indispensable que l’auto-renouvellement de la couche basale 
compense la desquamation des épithéliocytes à la surface de la cornée. 
     Les CS présentent deux caractéristiques fondamentales: leur capacité à s'auto renouveler 
et leur pouvoir à se différencier en d’autres types cellulaires (Pastushenko et al. 2015). En 
général, les CS sont situées dans des endroits bien particuliers, appelés “niches” (Figure 
14), ce qui leur permet de garder ce caractère “souche” (Barrandon and Green 1987). Ces 
régions sont situées dans des zones protégées des agressions externes. De plus, dans leur 
voisinage, on trouve aussi des facteurs solubles et des cellules de soutien au niveau de la 
lame basale. L’ensemble de ces facteurs favorise le maintien du phénotype de CS et  aussi 
son  passage à l'étape de différenciation. 
      Les CS limbiques fournissent également une source de renouvellement constant pour 
l'épithélium cornéen, car elles se divisent et migrent continuellement de manière centripète 
vers le centre de la cornée selon un modèle de tourbillon. Les CS qui arrivent au centre de la 
cornée sont des cellules transitoires issues des progéniteurs du limbe. Ce processus de 
renouvellement constant est apparemment nécessaire pour l’homéostasie de l’épithélium, 
car le déficit en CS limbiques peut entraîner une réépithélialisation anormale par l’épithélium 
conjonctival voisin, une vascularisation et des anomalies épithéliales récurrentes. La 
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question de savoir si ces cellules limbiques sont de véritables CS ou des "progéniteurs 
engagés" fait l'objet de débats; néanmoins, leur contribution à l'épithélium est essentielle. 
 
     1.1.4.2.1 Le renouvellement de l'épithélium cornéen 
     L'épithélium cornéen est constamment renouvelé grâce à un  système très complexe de 
contrôle de la migration et différenciation des CS. La compréhension des mécanismes 
assurant ce processus reste un sujet de débat et à l’heure actuelle il existe plusieurs 
hypothèses qui pourraient expliquer cette dynamique. 
     Selon la théorie de Shapiro, suggérée en 1981, l’épithélium cornéen provient de 
l'épithélium conjonctival. Cette idée a été fondée sur ses travaux chez le lapin au cours 
desquels il a observé un remplacement total de l’épithélium cornéen par celui de la 
conjonctive suite à une abrasion totale de la cornée  (Shapiro, Friend, and Thoft 1981).  
     Des études qui en suivent (Thoft and Friend 1983) sont en accord avec ce modèle et 
suggèrent qu’il existe un flux constant de cellules épithéliales issues de la conjonctive qui 
migrent d’une manière centripète vers la cornée. Une fois que ces cellules arrivent au niveau 
de la membrane de Bowman, elles subissent un processus de trans-différenciation en 
cellules épithéliales cornéennes suite à l’influence du microenvironnement. Plus tard, cette 
théorie a été largement contestée (Kruse et al. 1990) en montrant sur des cornées de lapin 
traitées par différents agents chimiques (n-heptanol), qu’il existe effectivement un 
remplacement de l'épithélium cornéen par la conjonctive suite à une ablation complète des 
cellules limbiques, mais que cette épithélialisation est pathologique et s’accompagne 
toujours d’une vascularisation et de la perte de la transparence de la cornée (Dua and 
Forrester 1990). 
 
Figure 15. Modèle simplifié de l’hypothèse X/Y/Z du renouvellement cornéen proposé 
par Thoft  D’après (Guo et al. 2018) 
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     La principale théorie retenue jusqu'à présent (Figure 15) est celle des CS limbiques, 
situées dans la couche basale du limbe, qui vont migrer d’une manière centripète vers le 
centre de la cornée en passant par la phase de cellules d’amplification transitoire, afin de 
subir un processus de différenciation terminale au niveau des couches superficielles de 
l'épithélium cornéen. Le renouvellement de l'épithélium cornéen peut donc être considéré 
comme un processus initié à partir de CS indifférenciées situées dans les couches basales 
du limbe. Ces cellules, en se divisant, donneront naissance à des cellules amplificatrices 
transitoires qui migreront vers le centre de la cornée pour y constituer une assise basale à 
activité mitotique intense. Ces cellules acquièrent rapidement les caractéristiques 
phénotypiques des cellules épithéliales cornéennes. Ces dernières migrent alors de façon 
verticale, avec une activité mitotique décroissante, puis se transforment en superficie en 
cellules hyper différenciées ne se multipliant plus et disparaissent en desquamant dans le 
film lacrymal (Castro-Muñozledo 2013)(Pellegrini et al. 2009). Les cellules basales du limbe 
montrent, en culture in vitro, une prolifération caractéristique des CS avec leur potentiel 
élevé de prolifération (Ebato, Friend, and Thoft 1987). La prolifération et la migration des 
cellules épithéliales de la cornée se feraient selon un mouvement centripète. Initialement 
observé grâce à la migration de pigments à travers la cornée (Davanger and Evensen 1971), 
le mouvement centripète des cellules épithéliales a également été confirmé par des études 
retraçant la migration des cellules à l’aide de particules d’encre (Buck 1985)(Schwab, Reyes, 
and Isseroff 2000). 
      Il existe une théorie plus récente développée par Majo et al.(Majo et al. 2008) qui évoque 
des CS épithéliales dans les couches basales de la cornée centrale qui seraient activées lors 
du processus de cicatrisation. 
     Il est possible que les contradictions entre ces différentes études proviennent du matériel 
utilisé (cornée entière du lapin ou épithélium de souris) et aussi des méthodes choisies qui 
diffèrent d’un travail à l’autre. Ainsi, les mécanismes de renouvellement de l'épithélium 
cornéen sont très complexes et ne sont pas encore totalement élucidés. 
 
  1.1.4.2.2 La régulation du renouvellement de l'épithélium cornéen 
     Le processus du renouvellement de l’épithélium cornéen est très complexe et implique de 
nombreux facteurs de transcription. Ainsi, la combinaison de ces différents facteurs semble 
déterminer, de manière coordonné, la spécificité d’expression des différents gènes lors de la 
différenciation.  Seuls quelques exemples de ces facteurs seront donnés ici. 
Les CS vont communiquer dans leur niche par de nombreuses façons : soit par contact 
cellule à cellule, soit par contact cellule-matrice, soit en impliquant des mécanismes  
paracrines. Différentes études ont montré que des signaux tels que la voie Shh (Sonic 
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Hedgehog), la voie Wnt (wingless-related)/ β-caténine , Notch et la voie TGF-β ( transforming 
growth factor beta ) / BMP (Bone morphogenetic proteins ) jouent un rôle important dans le 
contrôle de l’homéostasie des CS limbiques (L. Li and Xie 2005).  
L'inactivation conditionnelle de Notch 1 chez la souris adulte induit une hyperplasie et une 
kératinisation de l'épithélium cornéen avec activation de la voie de β-caténine, tout en imitant 
la différenciation épidermique (Nicolas et al. 2003).  
 
1.1.5 Innervation cornéenne 
      La cornée est le tissu le plus innervé du corps. A titre de comparaison, la cornée 
présente une densité sensorielle  300 à 600 fois supérieure à celle de l'innervation de la 
peau. Le segment antérieur de l'œil reçoit son innervation de trois ganglions (Figure17) : le 
ganglion trigéminé, le ganglion cervical supérieur et le ganglion ciliaire. La cornée quant à 
elle dépend principalement de la branche ophtalmique afférente du ganglion trigéminé par 
l'intermédiaire des nerfs ciliaires longs pour son innervation sensitive et du ganglion cervical 
supérieur pour son innervation sympathique. 
 
Figure 16. Schéma de l’innervation cornéenne (à gauche) et représentation 
tridimensionnelle de l'innervation de la cornée humaine (à droite). 
D’après (Kaufman, P. L., Levin, L. A., Adler, F. H., & Alm 2011). 
 
1.1.6 Fonctions de la cornée 
 
     Grâce à sa structure unique, la cornée possède 3 fonctions  principales (Figure 17) : 
protection du segment antérieur de l'œil, réfraction et transmission de la lumière. 
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Figure 17. Fonctions de la cornée. 
Pour détails voir le texte ci-dessous 
 
1.1.6.1 La protection du segment antérieur de l’œil  
1.1.6.1.1. Barriere semi perméable et antimicrobienne 
     La cornée intervient dans le maintien de la forme du globe oculaire et de la pression 
intraoculaire. 
Elle empêche la pénétration dans l’œil d'éléments extérieurs pathogènes et toxiques. Cette 
fonction est assurée aussi par le film lacrymal (la couche aqueuse hydrate la cornée, 
prévient de la kératinisation et donc de l’opacification; la couche muqueuse participe à 
l’élimination des corps étrangers et des microorganismes grâce à ses propriétés 
antibactérienne et antifongique (MUC7); la couche lipidique superficielle limite l’évaporation 
des larmes) (Baudouin and Labbé 2018). 
 
1.1.6.1.2 Barrière mécanique 
 La résistance de la cornée au stress mécanique est assurée par les fibres de collagène, les 
kératines et le système jonctionnel complexe (jonctions serées, desmosomes et 
hémidesmosomes). 
 
1.1.6.1.3 Barrière photoprotectrice et antioxydante 
     Étant toujours en contact direct avec l’air, la cornée assure une barrière antioxydante 
importante contre les rayons UV. Cette fonction est assurée grâce aux molécules 
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détoxifiantes présentes dans la cornée comme l’acide ascorbique, les superoxydes 
dismutases, la catalase, etc. 
 
     1.1.6.2 La réfraction 
     La cornée est l'élément réfractif le plus important de tout le système oculaire humain, car 
elle représente les deux tiers du pouvoir réfractif de l'œil en l'absence d'accommodation.       
L’indice de réfraction du stroma est de 1,376 (collagène=1,55, substance fondamentale= 
1,34). L’interface principale de réfraction se situe entre l’air et le film lacrymal précornéen.   
Avec un pouvoir de réfraction de 48 dioptries au niveau de sa face antérieure et de -5 
dioptries au niveau de sa face postérieure, la cornée représente un dioptre de 43 dioptries.   
La cornée est un exemple de lentille sphéro-cylindrique, classiquement divisée en deux 
zones :  
- une zone centrale d'environ 4 mm de diamètre, légèrement décalée en bas et en dedans, 
réalisant une calotte sphérique régulière de rayon de courbure constant;  
- une zone périphérique s'étendant jusqu'au limbe montrant un aplatissement progressif. Son 
rayon de courbure moyen central  est de 7.7 mm. Le rayon de courbure maximal se situe au 
niveau du limbe (car la cornée est asphérique). 
     Le rôle principal de la cornée est de faire converger les rayons lumineux incidents qui se 
dirigent ensuite au travers de la chambre antérieure de l’œil, vers le cristallin puis au niveau 
de la rétine. 
    Ce pouvoir optique important provient de la structure et de la forme de la cornée : elle 
possède une courbure plus importante que celle du cristallin et surtout, elle est au contact de 
l’air ambiant, offrant la plus grande différence d’indice de réfraction aux rayons lumineux 
incidents (indice de la cornée; 1.376, indice de l’air : 1, soit une différence égale à 0.376 : à 
titre de comparaison la différence d’indice entre l’humeur aqueuse et le cristallin est environ 
10 fois moins importante) (Grosvenor and Goss 1998).  
1.1.6.3 La transmission de la lumière 
     Une propriété optique fondamentale de la cornée est la transmission de la lumière qui 
augmente avec la longueur d’onde dans le spectre de la lumière visible (400 à 750 nm) 
     La cornée agit comme une fenêtre par laquelle la lumière pénètre dans l’œil. Elle joue un 
rôle prépondérant dans la focalisation de la lumière sur la rétine.  
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Partie 2 : La peau humaine : structure et fonctions 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
37 
 
1.2.1 Introduction 
     La peau est un des organes les plus étendus (1,8 m² de surface) de l’organisme. Elle 
possède de multiples fonctions et constitue avant tout une barrière protectrice contre les 
agressions externes. Cette barrière s’oppose aussi aux pertes hydriques, et participe à la 
régulation thermique et au sens du toucher. 
Outre ses fonctions vitales, la peau joue un rôle social. Elle reflète l'état de santé physique 
mais aussi psychique de l’individu. Elle donne un caractère individuel à chaque personne 
(empreintes digitales).  
      L'état de la peau dépend de l'âge, de la nutrition et du mode de vie. Cela est 
particulièrement vrai pour la peau du visage, car elle est affectée le plus par les effets nocifs 
de l'environnement. 
     Notre peau représente: 
• environ 5 millions de poils;  
• 60% d'humidité, chez les enfants jusqu'à 90%; 
• 100 pores par centimètre carré; 
• 200 récepteurs par centimètre carré; 
• une épaisseur en moyenne de 1 à 2 mm; 
• un poids sans l’hypoderme de 4 à 6% du poids total; 
• une moyenne de 18 kg d’épiderme kératinisé et complètement renouvelé pendant toute la 
vie d'un adulte. 
     L'épaisseur de l'épiderme est en moyenne de 100 µm mais varie considérablement selon 
les régions du corps (de 50 µm au niveau des paupières jusqu'à 1 mm dans les régions 
palmo-plantaires). 
 
1.2.2 Embryogénèse 
     La formation de la peau repose sur un dialogue complexe entre des tissus d'origine 
embryologique différente, l'épiderme, le derme et l'hypoderme. Chez les mammifères, peu de 
temps après la gastrulation, les cellules du neurectoderme qui restent à la surface de 
l'embryon forment l'épiderme, qui commence à former une couche unique des cellules 
progénitrices non spécifiées. Au cours du développement, cette couche des cellules forme 
un épiderme stratifié (parfois appelé l'épiderme interfolliculaire), les follicules pileux, les 
glandes sébacées et les glandes apocrines sudoripares. Les cellules dérivées du 
mésoderme sont à l’origine des fibroblastes qui sécrètent le collagène du derme sous-jacent, 
des vaisseaux sanguins qui fournissent les nutriments à la peau, des muscles arrecteurs qui 
se fixent à chaque follicule pileux, des cellules adipeuses sous-cutanées et des cellules 
immunitaires qui s'infiltrent et résident dans la peau. Les cellules dérivées de la crête neurale 
contribuent à la formation des mélanocytes, des terminaisons nerveuses sensorielles de la 
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peau et du derme de la tête. Au total, environ 20 types de cellules différentes résident dans 
la peau. 
 
1.2.3 Histologie 
La peau est composée de 3 tissus différents: l'épiderme, le derme et l’hypoderme (Figure 
18). La partie superficielle, la plus mince, est formée d’un tissu épithélial pluristratifié 
kératinisé, l’épiderme. La partie sous-jacente, plus épaisse, est constituée du tissu conjonctif, 
le derme. En dessous du derme, on trouve l’hypoderme, composé de tissu conjonctif lâche 
qui contient des adipocytes. 
 
Figure 18. Représentation schématique de la peau. 
La peau est composée de 3 compartiments superposés qui sont de la profondeur vers la surface 
l’hypoderme, le derme et l’épiderme. Quand on associe les annexes épidermiques (follicules pileux, 
glandes sébacées et sudoripares) on parle du système tégumentaire. D’après 
https://int.eucerin.com/about-skin/basic-skin-knowledge/skin-structure-and-function 
 
 
1.2.3.1 L’épiderme  
     L'épiderme est un tissu pluristratifié pavimenteux et kératinisé d’origine ectodermique qui 
représente la partie la plus superficielle de la peau. Il est constitué de 4 couches de 
kératinocytes: la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche 
cornée (Figure 19). 
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     Les kératinocytes représentent 80% des cellules épidermiques. Ils vont migrer des 
régions basales vers les couches superficielles et donner à l'épiderme ses caractéristiques 
morphologiques. Les 20% d'autres cellules de l'épiderme sont dispersées entre les 
kératinocytes. Ce sont les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel. 
Les mélanocytes et les cellules de Merkel proviennent des crêtes neurales alors que les 
cellules de Langerhans ont pour origine la moelle hématopoïétique.  
     L’épiderme n’est pas vascularisé mais il contient des terminaisons nerveuses sensitives.  
 
Figure 19. Représentation schématique de l’épiderme.  
L’épiderme humain est composé de 4 strates : couches basale, épineuse, granuleuse et cornée. Au 
niveau de la couche cornée, les kératinocytes changent de forme et de structure (ils deviennent très 
aplatis et anucléés) et on les appelle des cornéocytes. D’après https://int.eucerin.com/about-
skin/basic-skin-knowledge/skin-structure-and-function 
       1.2.3.1.1. La couche basale 
     C’est une assise cellulaire qui contient des kératinocytes prolifératifs de petite taille, 
cubiques, avec un noyau basophile qui occupe une grande partie de la cellule. Ils sont 
ancrés à la lame basale par des hémidesmosomes et reliés via les desmosomes. On trouve 
aussi dans la couche basale des mélanocytes qui vont sécréter la mélanine sous forme de 
granules. Une partie des kératinocytes vont migrer dans les couches supérieures et 
s'engager dans le processus de différenciation épidermique. Comme dans l'épithélium 
cornéen, c’est la seule couche avec des cellules présentant une capacité proliférative. 
       1.2.3.1.2. La couche épineuse 
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     La couche épineuse est constituée de 5-10 assises cellulaires. Une caractéristique 
importante de ces cellules est qu’elles changent de forme et deviennent polyédriques avec 
un noyau beaucoup plus petit et un cytoplasme riche en filaments intermédiaires. En 
microscopie optique, on observe de multiples desmosomes qui entourent les cellules et qui 
jouent un rôle dans la résistance de l'épiderme et lui confèrent cet aspect particulier 
“épineux” (Figure 20). 
Figure 20. La couche épineuse de l’épiderme observée en microscopie électronique à 
transmission. 
 
                 D’après http://webapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma 
       1.2.3.1.3. La couche granuleuse 
     La couche granuleuse est constituée de 2 à 5 assises de cellules aplaties. Dans le 
cytoplasme des cellules granuleuses, on observe de nombreux grains de kératohyaline 
(agrégats protéiques amorphes stockés pour la dernière étape du processus de 
différenciation épidermique, la cornification), d'où le nom de couche granuleuse. C’est la 
dernière couche de cellules vivantes, ce qui explique la synthèse dans cette région des 
composants principaux de la couche cornée comme la loricrine (granules L) et la 
profilaggrine (granules F). 
Barre d’échelle : respectivement, 200 et 500 nm  
1. Couche épineuse ; 2.Desmosomes 
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 En microscopie électronique à transmission (Figure 21), les kératinocytes présentent 
certaines particularités : 
• L'espace intercellulaire est pratiquement absent ; 
•  Les cellules forment une multitude de jonctions d’ancrage des filaments 
intermédiaires de kératines qu’on appelle des desmosomes (voir chapitre I partie 3) ; 
•  Les noyaux des cellules sont assez volumineux et ronds ; 
• Dans le cytoplasme, de nombreuses structures denses aux électrons sont visibles : 
ce sont  des kératinosomes ; 
Figure 21. La couche granuleuse en microscopie électronique a transmission. 
 
 
      1.2.3.1.4. La couche cornée  
     La couche cornée est constituée de 15 à 20 assises de cellules aplaties, anucléées, 
appelées cornéocytes (Figure 22). La couche cornée est compacte en profondeur au 
contact de la couche granuleuse, et desquamante en superficie.  
D’après (Dr.Jastrow’s Electron 
Microscopic Atlas”). Le noyau prend une 
forme ovale (1), dans le cytoplasme on 
trouve des granules de kératohyaline (2). 
Barre d’échelle 5 µm. 
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   Figure 22. La couche cornée de l’épiderme en microscopie électronique à balayage 
(à gauche) et à transmission (à droite). 
  
 La migration des kératinocytes de la couche basale vers la couche cornée se fait 
normalement en 3 à 4 semaines.  
     Le processus de cornification comporte une série de changements bien visibles au 
microscope électronique. On assiste à un remplacement de la membrane plasmique par une 
coque protéique rigide - l’enveloppe cornée - et une diminution considérable du volume du 
cytoplasme rempli par une matrice fibreuse de kératines. Les desmosomes, après 
incorporation de la cornéodesmosine, deviennent des cornéodesmosomes qui vont 
finalement être dégradés pour permettre la desquamation. 
1.2.3.2 Le derme  
     Le derme (ou corium) est le tissu épais et souple qui constitue la couche intermédiaire de 
la peau. Il permet la protection et la réparation des tissus endommagés et est quatre fois 
plus épais que l'épiderme (la couche externe de la peau). Le derme est un tissu conjonctif 
essentiellement constitué de fibroblastes, de mucopolysaccharides et de fibres (de collagène 
et élastine). Il est constitué de deux zones distinctes: papillaire et réticulaire. 
     Le derme nourrit l'épiderme et contient les terminaisons nerveuses et les vaisseaux 
sanguins. La base des poils est également située dans le derme. 
 1.2.3.3 L’hypoderme 
On peut noter les cornéocytes denses aux 
électrons en dessus de la couche 
granuleuse 
et moins denses dans la partie la plus 
externe de la 
couche cornée. La barre d'échelle 
représente 50 µm; 
 
D’après (Norlén and Al-Amoudi 
2004),(Fitoussi et al. 2011) 
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     Au-dessous du derme se trouve le tissu adipeux, appelé hypoderme. Ce tissu est riche en 
graisse et en vaisseaux sanguins. Les cellules adipeuses servent de réserve d'énergie, leurs 
graisses sont consommées lorsque les nutriments se font rares dans le flux sanguin. Le tissu 
sous-cutané protège les muscles, les os et les organes des traumatismes et isole le corps du 
froid. 
1.2.4  Les cellules souches. 
    L’exposition continue de la peau aux stress mécaniques et chimiques de l’environnement 
nécessite un auto-renouvellement permanent de l’épiderme et de ses annexes (follicules 
pileux, glandes sébacées et sudoripares), même à l’âge adulte, afin de maintenir ses 
diverses fonctions (par exemple, la fonction de barrière) (Y. C. Hsu, Li, and Fuchs 2014). 
Cette capacité d'auto-renouvellement est assurée par les CS qui résident dans des unités 
morphologiques et fonctionnelles spécialisées dotées d'un microenvironnement spécifique 
que l’on appelle “niches”. Au sein de la peau humaine, au moins cinq niches (Figure 23) 
différentes ont été délimitées (la couche basale de l'épiderme inter-folliculaire, le follicule 
pileux, la glande sébacée, le derme et les papilles dermiques), abritant différents types de 
CS (Choi 2015). 
 
Figure 23. Répartition des cellules souches dans l'épiderme. 
D’après https://www.erudit.org/fr/revues/ms/2004-v20-n3-ms713/007841ar/ 
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     Les CS de la région interfolliculaire constituent environ 1% à 7% des cellules basales 
épidermiques. Outre la régénération de l’épiderme, il a été démontré que les CS 
interfolliculaires sont dotées de la capacité de générer des poils (Choi 2015).  
     Dans les follicules pileux, plusieurs types de CS ont été identifiés. Une population de CS 
multipotentes réside dans le bulbe situé à la base du follicule pileux (au cours de la phase 
télogène du développement du cheveu) ou sous la glande sébacée associée au follicule 
pileux. La stimulation de ces CS à sortir de leur niche ainsi que leur prolifération et leur 
différenciation pour former des follicules pileux matures est étroitement liée au cycle de 
croissance des cheveux. 
     A côté de ces cellules épidermiques, une autre population de cellules multipotentes 
réside dans  les papilles dermiques qui proviennent de la crête neurale embryonnaire. Ces 
CS d'une part peuvent donner naissance à des lignées cellulaires mélanocytaires, 
neuronales et myogéniques et, d’autre part, se différencier vers les lignées 
mésenchymateuses, puisqu'elles peuvent être à l'origine des progéniteurs d'adipocytes, de 
chondrocytes et des ostéocytes . En raison de leur plasticité physiologique avantageuse, de 
leur multipotence, de leur accessibilité simple et de problèmes éthiques non controversés, 
ces CS sont considérés comme des cellules donneuses prometteuses pour la réparation des 
lésions du système nerveux (Clewes et al. 2011). 
     Les CS situées au niveau des glandes sébacées vont, comme les autres sébocytes, 
dégénérer au cours de la sécrétion holocrine, libérant du sébum riche en lipides dans le 
canal pilaire tout en maintenant une lubrification adéquate de la surface de l'épiderme 
(Ghazizadeh and Taichman 2001). 
     Les CS mélanocytaires proviennent de la crête neurale et résident dans le bulbe du 
follicule pileux, l'épiderme interfolliculaire et probablement aussi dans le derme. Elles 
donnent naissance à des mélanocytes producteurs de pigment dans l'épiderme et la matrice 
capillaire. Le destin de ces mélanocytes est lié aux phases de la croissance du follicule 
pileux, où les mélanocytes prolifèrent et se différencient au cours de la phase de croissance 
du cheveu (anagène) et diminuent par apoptose dans la phase de dégradation (catagène). 
Un dysfonctionnement de cette population de CS entraîne des défauts de pigmentation qui 
se manifestent phénotypiquement par l'apparition des cheveux blancs (Gola et al. 2012) 
(Lang, Mascarenhas, and Shea 2013). 
     Le remodelage du derme et des fibroblastes est assuré par les CS mésenchymateuses. 
Elles sont situés dans le tissu conjonctif du derme, entourent les FP (en particulier dans la 
gaine folliculaire et les papilles) ou se trouvent parmi les péricytes autour des vaisseaux 
sanguins. Outre les fibroblastes, les CS mésenchymateuses du derme génèrent des 
myofibroblastes, des cellules endothéliales, des nerfs, des vaisseaux sanguins, des 
ostéoblastes, des chondrocytes et des adipocytes (Prodinger et al. 2017). 
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1.2.4.1 Le renouvellement de l’épiderme 
     L'épiderme est composé de blocs de construction moléculaires, chacun d'entre eux étant 
constitué d'une unité pilosébacée (follicule pileux et glande sébacée) et de son épiderme 
interfolliculaire environnant. L'épiderme interfolliculaire contient ses propres cellules 
progénitrices pour assurer le renouvellement tissulaire en absence de lésion, et les unités 
pilosébacées contiennent des CS multipotentes qui sont activées lors d'une blessure pour 
fournir des cellules permettant la régénération de follicule pileux, de la glande sébacée et la 
réparation de l'épiderme. 
     Le renouvellement de l'épiderme est assuré par les kératinocytes basaux qui montrent un 
fort potentiel prolifératif. Il existe deux modèles distincts (Figure 24) qui expliquent le 
renouvellement de l'épiderme: le modèle hiérarchique et le modèle stochastique (Y. C. Hsu, 
Li, and Fuchs 2014). 
     Le modèle hiérarchique stipule que l'épiderme est constitué d'unités prolifératives 
épidermiques distinctes avec une CS centrale à cycle lent produisant des cellules 
amplificatrices transitoires (CAT) à division rapide, qui quittent la couche basale après 
plusieurs divisions pour générer des cellules différenciées.  
Le modèle stochastique suggère que la couche basale épidermique est composée d'un seul 
type de progéniteurs prolifératifs dont les cellules filles choisissent de manière aléatoire de 
se différencier ou de rester en tant que progéniteurs. Chaque division des cellules basales 
peut produire trois résultats différents: (1) une cellule fille qui se retire du cycle cellulaire et 
quitte la couche basale et une cellule progénitrice qui reste dans la couche basale et 
continue à se diviser; (2) deux cellules filles qui vont se différencier; et (3) deux cellules 
progénitrices qui vont rester au niveau de la couche basale. Bien que les choix reste 
aléatoire, la génération de cellules différenciées et le maintien de pools de progéniteurs 
engagés restent équilibrés, en assurant ainsi l'homéostasie à long terme.  
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Figure 24. Représentation schématique des deux modèles de renouvellement de 
l'épiderme. 
Dans un modèle hiérarchique, les divisions rares entre cellules souches génèrent des cellules 
d'amplification transitoire qui se divisent à leur tour assez rapidement, donnant ainsi naissance à des 
cellules différenciées. En revanche, dans un modèle stochastique, toutes les cellules basales sont 
identiques et chaque division peut donner trois résultats différents: (1) une cellule qui va se 
différencier et une cellule progénitrice qui reste dans la couche basale et continue à se diviser; (2) 
deux cellules différenciées ; et (3) deux cellules progénitrices qui restent au niveau de la couche 
basale. CS : cellule souche ; CP : cellule progénitrice ; CAT : cellule d’amplification transitoire 
D’après (Prodinger et al. 2017) 
1.2.5 Fonctions de la peau 
Les principales fonctions de la peau sont regroupés dans la  Figure 25.  
 
 
Figure 25. Représentation schématique des principales fonctions de  la peau 
(Voir détails dans le texte). 
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1. Thermorégulation  
     La peau joue un rôle régulateur dans l'échange de chaleur entre le corps et 
l'environnement. La thermorégulation dépend du système nerveux. Dans la peau sont 
incorporées les terminaisons nerveuses qui perçoivent les différences de température. Le 
froid est perçu plus rapidement que la chaleur. C’est grâce aux récepteurs thermorégulateurs 
de la peau que notre organisme garde une température constante (36,6°C) quelle que soit la 
température ambiante. La stimulation des nerfs provoque une vasodilatation ou une 
vasoconstriction; dans le premier cas la chaleur est retenue dans le corps, dans le second il 
y a un plus grand dégagement de chaleur. Dans le transfert de chaleur, les glandes 
sudoripares jouent aussi un rôle important. En moyenne, une personne émet 600 à 900 ml 
de sueur par jour. L'évaporation à la surface de la peau entraîne une diminution de la 
température corporelle.  
 
  2. Métabolisme 
     La peau est étroitement liée à tous les organes et systèmes du corps. Elle remplit un 
certain nombre de fonctions très diverses liées au métabolisme. Elle élimine certains résidus 
(déchets), participe au métabolisme eau-sel, des glucides et des protéines. Sa grande 
importance dans le système immunitaire est prouvée. 
La peau - un véritable laboratoire de chimie 
• Sous l'influence de la lumière du soleil, la peau synthétise la vitamine D. Celle-ci garantit 
que le corps ait suffisamment de calcium pour former les os, ainsi que pour de nombreux 
autres processus métaboliques. 
• Sous l'influence de la stimulation lumineuse, les mélanocytes convertissent la tyrosine en 
mélanine, une substance colorante. Ce pigment, en tant que "parapluie naturel", protège la 
peau contre le rayonnement ultraviolet et son effet destructeur sur les cellules. 
• Pouvoir supplémentaire de la peau : la capacité de certaines de ses enzymes à activer des 
hormones. Par exemple, la cortisone dans la peau devient une substance encore plus 
efficace, l'hydrocortisone, et l'hormone sexuelle mâle, la testostérone devient de la 
dihydrotestostérone.  
 
     3. Sensation 
     La peau est l'organe du cinquième sens, après les yeux, les oreilles, la bouche et le nez. 
Ce n'est pas seulement l'organe le plus grand mais aussi un des plus sensibles. Sa 
sensibilité incroyable est due aux minuscules corps tactiles, aux récepteurs de pression, au 
froid et à la chaleur, aux fibres nerveuses libres et à d'autres capteurs dans le tissu conjonctif 
et le derme. Ils sont directement reliés par les voies nerveuses au cerveau et à la moelle 
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épinière. Les informations livrées sont immédiatement évaluées, transformées en sensations 
et, si nécessaire, en actions. 
      
     4. Barrière physique 
     La peau représente un obstacle mécanique. Elle s’oppose à la pénétration dans le corps 
humain de substances provenant de son environnement en prévenant l'invasion d'agents 
pathogènes et en combattant les agressions chimiques et physiques. Elle prévient aussi la 
perte non régulée d'eau et de solutés du corps. 
     Cette fonction de barrière de la peau est en grande partie assurée par l'épiderme et 
notamment, au niveau de la couche cornée, par les cornéocytes (enveloppe cornée, 
éléments du cytosquelette et cornéodesmosomes qui vont, d'une part, former une vraie 
armure contre les agressions mécaniques et, d’autre part, absorber et redistribuer les chocs) 
et les domaines intercellulaires enrichis en lipides. L'épiderme nucléé, avec ses jonctions 
intercellulaires variées, en particulier les jonctions serrées et  les desmosomes, contribue 
également à cette fonction de barrière. L'enveloppe cornée, une structure protéo-lipidique 
robuste remplace la membrane plasmique à la périphérie des cornéocytes. Des hydroxy-
céramides sont liés de manière covalente à l’involucrine sur la face externe de l’enveloppe 
cornée. La filaggrine est réticulée à l'enveloppe cornée après avoir agrégé les filaments de 
kératines en macrofibrilles pour former la matrice fibreuse intracornéocytaire. Les cytokines, 
l'AMPc et le calcium influencent la formation et le maintien de la fonction de barrière cutanée. 
Des modifications de la composition lipidique et de la différenciation épidermique conduisent 
à une barrière cutanée perturbée, ce qui est à l'origine de certaines pathologies de la peau, 
comme la dermatite de contact, l’ichtyose, le psoriasis ou la dermatite atopique (Proksch, 
Brandner, and Jensen 2008). 
      L'épiderme possède au niveau de sa couche cornée des molécules hygroscopiques 
(appelées collectivement facteur naturel d'hydratation (FNH) (Harding and Rawlings 2018) 
(Imokawa, Kuno, and Kawai 1991) qui  maintiennent l'hydratation en limitant la perte d'eau 
trans-épidermique. Ce facteur consiste pour moitié en un mélange d’acides aminés 
provenant de la protéolyse de la filaggrine et qui servent d’humectant endogène. L'une des 
fonctions critiques de l'eau dans la couche cornée est de participer aux nombreux processus 
enzymatiques hydrolytiques nécessaires à la desquamation normale de la peau. 
     La peau protège aussi dans une certaine mesure les organes vitaux du corps contre les 
blessures et les chocs. Le tissu adipeux sous-cutané et les fibres du derme fournissent cette 
protection. 
          5. Barriere photo-protectrice 
     La peau protège l'organisme des effets néfastes des rayons ultraviolets. Une telle 
protection est nécessaire, car les rayons ultraviolets à ondes courtes entraînent la formation 
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des dérivés réactifs de l'oxygène, qui sont des espèces oxygénées possédant un électron 
célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confère un fort degré de réactivité. Cela 
peut entraîner un dysfonctionnement des cellules en modifiant leurs composants.  
Dans un premier temps, l’épiderme utilise les antioxydants naturellement présents dans ses 
cellules, comme le glutathion et les vitamines C (acide ascorbique) et E ( tocophérol). 
Si le stress oxydatif persiste, l’épiderme met alors en route un second système de protection 
en stimulant la production d’enzymes, qui catalysent la destruction ou la transformation 
chimique des radicaux libres ou des molécules pro-oxydantes. Ces enzymes sont présentes 
dans l'ensemble des cellules de l'épiderme dont les plus connues sont  les superoxydes 
dismutases,  les catalases et les peroxydases du glutathion. 
     Un autre mécanisme de protection des rayons UV correspond à la mélanine, un pigment 
réparti au-dessus du noyau des kératinocytes de la couche basale de l’épiderme. La couche 
protectrice de pigment absorbe la lumière de toutes les longueurs d'ondes ou filtre les rayons 
particulièrement dangereux (Brenner and Hearing 2008). 
 De plus, l’acide urocanique - produit du métabolisme de l'histidine – est aussi associé aux 
qualités  photoprotectives de l’épiderme. Il n'est présent que sous la forme d'un isomère 
trans qui, après irradiation ultraviolette, est converti en isomère cis. L’acide urocanique 
absorbe jusqu'à 80% des rayons ultraviolets (de fine Olivarius et al. 1996). Il fait partie du 
Facteur Naturel d’Hydratation. 
 
6. Barrière antimicrobienne 
    Ce type de protection est réalisé à différents niveaux. 
     La couche cornée représente une structure imperméable aux microorganismes grâce aux 
peptides antimicrobiens sécrétés par les kératinocytes granuleux et à son pH acide de 5,5 
qui est défavorable à leur croissance. Le film lipidique à la surface de la peau est un 
mélange de sébum et de sueur (riches en acide lactique) sécrétés par les glandes sébacées 
et sudoripares. À la différence des microorganismes étrangers (transitoires), la microflore 
résidente ne représente aucun danger pour l'homme et participe à la création d'un manteau 
antimicrobien de la peau. 
    Les cellules impliquées dans la barrière immunologique de l'épiderme sont les cellules de 
Langerhans. 
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Partie 3: Les programmes de différenciation terminale de l'épiderme 
et de l'épithélium cornéen 
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3.1 Introduction 
     Comme nous l’avons vu ce sont deux épithéliums pluristratifiés de morphologie similaire. 
     L’épiderme et l’épithélium cornéen sont des tissus issus de l’ectoderme embryonnaire qui 
présentent des caractéristiques communes. La transformation de l’un en l’autre est donc 
envisageable. La mise en évidence de la flexibilité  de l’épithélium cornéen et la confirmation 
du fort potentiel inducteur du derme a été faite par recombinaison tissulaire hétérotopique. 
Par exemple, un derme embryonnaire dorsal de souris de 14,5 jours de développement 
lorsqu’il est associé à un épithélium de cornée centrale de lapin adulte, dépourvue de CS, 
provoque après un mois de greffe la disparition de l’épithélium cornéen au profit d’un 
épiderme (Ferraris et al. 2000). Le programme de différenciation épidermique apparaît être 
un programme par défaut par rapport à celui de l’épithélium cornéen (Collomb 2010).  
PAX6- le chef d’orchestre de la morphogenèse oculaire. 
     Le facteur de transcription Pax6 (paired box 6) joue un rôle clé dans la morphogenèse de 
l’œil, et plus particulièrement dans le développement des dérivés ectodermiques oculaires, le 
cristallin et l’épithélium cornéen. Son gène est situé au niveau du chromosome 11 humain. 
Chez les vertébrés, Pax6 s’exprime dans le système nerveux central, dérivé du feuillet 
ectodermique, et notamment dans la  neurorétine.    
     L’importance de Pax6 dans le développement de l’œil est établie par deux observations : 
des mutations de ce gène chez les vertébrés vont être responsables des défauts de 
développement de l’œil et l’expression de Pax6 dans les cellules non oculaires conduit à la 
formation d’yeux ectopiques dans les tissus que ces cellules devraient normalement former 
(Halder, Callaerts, and Gehring 1995). Ce dernier exemple est assez intéressant car 
plusieurs études sur ce sujet en suivent. En effet, il y a quelques années, une équipe de 
l’Université de Californie, San Diego, a publié un article dans Nature en montrant que la 
transduction de PAX6 dans les CS de l’épiderme entraine leur transformation en CS 
limbiques (Figure 26). De plus, l’expression de PAX6 dans ces cellules ainsi que leur 
différenciation ultérieure en épithélium cornéen est sous le contrôle de la voie WNT7A 
(wingless-type MMTV integration site family member 7) (Ouyang et al. 2014). 
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    Figure 26. Pax6, WNT7A et ABCB5 jouent un rôle primordial dans la  transformation 
des cellules souches épithéliales en cellules souches cornéennes. 
 Ces cellules provenant de l’épiderme modifiées pour exprimer PAX6 vont rétablir une 
surface cornéenne saine après leur transplantation dans un modèle de maladie cornéenne 
chez le lapin. Ces résultats suggèrent le rôle central de l’axe WNT7A - PAX6 dans la 
détermination des cellules de l’épithélium cornéen. 
     Dans une autre étude, une équipe de Harvard a proposé le gène de ABCB5 (ATP binding 
cassette subfamily B) comme étant le marqueur pour la sélection des CS limbiques à fort 
potentiel régénératif (Ksander et al. 2014). De plus, les cellules isolées ABCB5+ peuvent 
restaurer complètement la surface oculaire dans différents modèles murins de déficience en 
CS limbiques. 
     La perte de ces 3 gènes (PAX6, WNT7A et ABCB5) va avoir comme conséquence la 
transformation de la morphologie épithéliale cornéenne transparente exprimant la paire des 
kératines spécifiques K3/K12 vers une morphologie épidermique opaque qui exprime la paire 
des kératines K1/K10.   
     Dans l’épithélium cornéen, les cellules « filles » se différencient et migrent d’une manière 
centripète (Figure 26) vers la surface épithéliale à partir de la couche basale (la couche 
germinative de l’épithélium). Elles subissent une maturation et une différenciation de la 
couche basale vers les couches superficielles, mais aussi de la partie limbique vers la partie 
centrale. Après la différenciation terminale, les cellules mortes sont évacuées dans les 
larmes par desquamation.      
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     Dans la peau, la différenciation de l’épiderme est un phénomène orienté au cours duquel 
les kératinocytes issus de l’assise basale présentent une série de remaniements 
métaboliques et structuraux tout au long de leur migration vers la surface de la peau. Dans 
les stades tardifs, ils subissent un processus spécifique de mort cellulaire programmée, la 
cornification, qui aboutit à la transformation du kératinocyte granuleux, dernier stade nucléé 
de la différenciation kératinocytaire, en cornéocyte. La couche cornée, formée de 
l’empilement des cornéocytes, assure une des principales fonctions de l’épiderme, la 
fonction dite de barrière, vitale pour l’organisme. Ainsi, c’est au niveau du kératinocyte 
granuleux que culmine la production des précurseurs de l’enveloppe cornée et autres 
constituants cellulaires spécifiques de la couche cornée. 
     Dans l'épithélium  cornéen, il n’existe pas de couche cornée comme dans l'épiderme, 
mais certains des précurseurs de l’enveloppe cornée pourraient quand même y être 
exprimés (Yang 2006).  
      La peau et la cornée sont des organes protecteurs directement en contact avec le milieu 
extérieur et donc soumis en continu à de nombreuses agressions. L’épiderme et l’épithélium 
cornéen qui forment la partie superficielle de ces organes nécessitent un constant et rapide 
renouvellement afin de conserver leur intégrité. L'épithélium cornéen a un renouvellement 
plus rapide que l'épiderme. La peau et la cornée sont des organes qui jouent un rôle 
essentiel, non seulement pour la protection, mais aussi sur le plan sensoriel. L’intégrité et le 
maintien de l’homéostasie de ces tissus sont donc primordiaux pour l’organisme. Les 
pathologies issues d’un défaut lors de la morphogenèse de ces organes ou les pathologies 
perturbant le renouvellement de ces organes en touchant les CS sont donc très graves. 
La microphtalmie avec syndrome de malformations cutanées linéaires (Sharma et al. 
2008) est une pathologie à transmission  dominante lié au chromosome X et est létale chez 
les garçons. Chez les personnes atteintes de cette maladie, un ou les deux yeux peuvent 
être très petits ou mal développés (microphtalmie), et des dysplasies cutanées linéaires sur 
la tête et le cou peuvent aussi être observées. Ces marques suivent les chemins empruntés 
par les cellules pour migrer à mesure que la peau se développe avant la naissance (lignes 
de Blaschko). Les défauts de la peau s’améliorent généralement avec le temps et laissent 
des cicatrices variables. Outre les problèmes oculaires et les marques cutanés 
caractéristiques, cette affection peut entraîner des anomalies du cerveau, du cœur et du 
système génito-urinaire. Les personnes affectées peuvent également présenter des 
dystrophies des ongles. 
Le syndrome oculo-cérébral avec hypopigmentation est une maladie héréditaire 
extrêmement rare caractérisée par une hypopigmentation de la peau et des cheveux et par 
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des anomalies du système nerveux central qui affectent les yeux et certaines parties du 
cerveau (anomalies oculocérébrales). Les signes physiques à la naissance comprennent 
une couleur de peau anormalement claire et des cheveux gris argenté. On pense que le 
syndrome oculocérébral avec hypopigmentation est hérité d'un trait génétique autosomique 
récessif. 
     La compréhension des mécanismes moléculaires conduisant à la morphogenèse de ces 
tissus présente à la fois un grand intérêt scientifique et un grand intérêt thérapeutique. 
     Les épithéliums jouent, dans un premier temps, un rôle de barrière entre deux 
compartiments. Cette fonction est due à la polarité morphologique et fonctionnelle des 
cellules qui les composent : le pôle basal est en contact avec la membrane basale, le pôle 
apical avec l'extérieur. Dans les épithéliums formés de plusieurs couches cellulaires 
(pluristratifiés comme l’épiderme et l’épithélium cornéen), cette polarité est marquée par une 
différenciation progressive depuis la couche basale vers les couches superficielles. 
     La différenciation terminale d’un épithélium est l'acquisition de caractères morphologiques 
originaux habituellement en rapport avec une spécialisation fonctionnelle. Elle nécessite la 
définition des coordonnées spatiales de la cellule, l'obtention d'une identité tissulaire et la 
réalisation de mouvements morphogénétiques. Toutes les cellules épithéliales se 
différencient dans une direction commune caractérisée par l’établissement de jonctions 
intercellulaires. L'expression de gènes spécifiques – que l’on appelle les marqueurs de 
différenciation, et l'inhibition des autres permet à la cellule de se différencier pour former tel 
ou tel tissu. La caractérisation de tels marqueurs permet de classer les tissus de manière 
objective à côté de critères morphologiques et fonctionnels. 
Il y a d'abord la prolifération cellulaire. Puis, un signal extérieur émanant d'autres cellules du 
même tissu ou d'un autre tissu entraîne l'arrêt du cycle cellulaire. Lorsque la différenciation 
est terminale, la prolifération s'arrête. 
 
     Il existe peu d'épithéliums dont le programme de différenciation terminale a été bien décrit 
au niveau moléculaire. L’exemple le plus évoquant pour caractériser ce processus complexe 
est la différenciation terminale de l'épiderme. 
     Ce mécanisme se rapporte à l'ensemble de changements biochimiques et structuraux 
que subit le kératinocyte lors de sa migration de l’assise basale vers les couches 
superficielles de l'épiderme, afin de former une couche cornée rigide, avec une matrice 
fibreuse riche en protéines. Cette migration dirigée est accompagnée par de nombreuses 
modifications au niveau du cytosquelette (filaments intermédiaires et microtubules 
principalement) mais aussi des jonctions cellulaires. La dernière étape de la différenciation 
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épidermique correspond à la cornification - un processus de mort cellulaire programmée 
aboutissant à la desquamation.  
      
     Dans cette partie, on va voir en détails certains gènes tardifs de la différenciation 
terminale de l’épiderme qui je regrouperai en 3 catégories : les kératines (composants des 
filaments intermédiaires), les composants des jonctions (des jonctions serrées comme la 
claudine 1, et des desmosomes comme les desmogléines, les desmocollines et la 
cornéodesmosine) et les composants de l’enveloppe cornée (involucrine, loricrine, filaggrine 
et hornerine). 
 
   3.2 Les kératines 
     Les filaments intermédiaires sont les filaments les plus stables de la cellule et aussi les 
plus rigides. C’est sur ces filaments intermédiaires que sont condensées la chromatine et 
l’ADN, et on les localise dans le cytoplasme en réseau et sous la membrane de la cellule. Il y 
a différents types de filaments intermédiaires en fonction du type cellulaire. C’est une 
information importante parce qu’elle montre en quelque sorte l’origine cellulaire ou organique 
de la cellule, et c’est un outil qui est utilisé notamment en cancérologie.  
     Les kératines sont des protéines insolubles dans l’eau, prédominantes dans les 
épithéliums des vertébrés et qui rentrent dans la composition des filaments intermédiaires. 
Elles se répartissent en 2 grandes familles selon leurs propriétés biochimiques et leurs 
séquences en acides aminés: type I (acide, K9-K28 et K31-K40) de faible poids moléculaire 
et type II (basique ou neutre, K1-K8, K71-K86) de plus haut poids moléculaire (Moll et al. 
1982)(Schweizer et al. 2006). Pour former un filament intermédiaire, il faut qu’une kératine 
acide s’associe à une kératine basique afin de former un dimère (Figure 27). Les dimères 
vont créer des tétramères, puis des protofilaments de 3 nm et finalement des filaments 
intermédiaires de 10 nm de diamètre qui vont converger vers les desmosomes et 
hémidesmosomes (Homberg and Magin 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
D’ après (“Cytosquelette: Filaments Intermédaires”) Lodish et al: pp. 991-1020; Voet et Voet: pp. 
1250-1260. 
Monomère 
Dimère 
Tétramère 
Filament intermédiaire 
Figure 27. Organisation d’un filament intermédiaire. 
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     Les kératines ont un rôle majeur dans la stabilité mécanique et l’intégrité des tissus, dans 
le soutien de l’enveloppe nucléaire, et entrent dans la constitution de la couche cornée 
cutanée et des phanères. Leur localisation spécifique dans les tissus épithéliaux permet de 
les utiliser comme marqueurs histochimiques de différenciation épithéliale (Tableau 1).  
 
Tableau 1. Distribution des kératines dans l’épiderme et l’épithélium cornéen. 
La spécifié cellulaire est déterminée par l’expression de la paire des kératines « D » (liées à la 
différenciation)- K1/K10 pour l’épiderme et K3/K12 pour les épithéliums cornéens. Les kératines 
basiques « B » sont communes à tous les épithéliums stratifiés (K5/K14). Les états hyperprolifératifs 
(« H ») expriment la paire des kératines 6/16. D’après (S. Shetty and Gokul 2012) 
 
     Ainsi les épithéliums stratifiés (cornée, conjonctive, épiderme et muqueuses bucco-
pharyngée, laryngée, trachéale, bronchique, vésicale et vaginale) expriment la paire de 
kératines K5/K14 au niveau de la couche basale. Toutefois, ce sont des kératines non 
spécifiques d’un tissu particulier (Figure 28).  
 
 
Figure 28. Le réseau de filaments intermédiaires  dans les kératinocytes  en culture vu 
avec différentes techniques de microscopie. 
Les paires de kératines 5 (rouge) et 14 (vert) et leur superposition (orange) vues en microscopie 
confocale (à gauche) et les filament intermediaires vus en microscope électronique à balayage à faible 
(10 µm) et fort (200 µm) grossissement. 
Modifié d’après (Nafeey et al. 2016) (Velez-Delvalle et al. 2016) 
  
     Les travaux du laboratoire de Sun (1982) ont montré que les couches suprabasales de 
l’épiderme contiennent la paire de kératines K1, K2/K10. Cooper le premier a avancé l’idée 
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d’une paire de kératines spécifiques de la différenciation d’un épithélium donné (SUN et al. 
1985). L’épithélium cornéen est caractérisé par la paire K3 (basique, 64 kDa) et K12 (acide, 
55 kDa). Cette paire de kératines est retrouvée au niveau des couches intermédiaires et 
surtout superficielles de l’épithélium cornéen et constitue donc un marqueur de la 
différentiation épithéliale de type cornéen (Moll et al. 1982) (Schermer, Galvin, and Sun 
1986),(Kasper et al. 1988),(Chiambaretta et al. 2002). Les CS de l’assise basale du limbe 
n’expriment pas le couple K3/K12 (Schermer, Galvin, and Sun 1986). Une mutation des 
gènes du couple K3/K12 est à l’origine de la dystrophie de Meesman, qui se caractérise par 
la présence de microkystes intra-épithéliaux cornéens (Irvine et al. 2002)(K. Nishida et al. 
1997). 
     L'expression des kératines est clairement dépendante de la différenciation, comme on 
peut le voir au cours d’un état d’hyperprolifération (Nelson and Sun 1983). Lors de certaines 
maladies hyperprolifératives ou dans l’épiderme palmo-plantaire, les cellules suprabasales 
ont tendance à cesser de synthétiser leur paire de kératines liée à la différenciation et 
expriment à la place la paire de kératines K6 (56 kDa) / K16 (48 kDa) (McGuire, Osber, and 
Lightfoot 1984). Cette dernière paire de kératines a été appelée marqueurs des 
kératinocytes "hyperprolifératifs" (ou marqueurs de l’hyper prolifération" ou "H"). Une 
synthèse transitoire de K6/K16 a également été observée in vivo au cours de la régénération 
épithéliale de la cornée lors d’une blessure avec perte des cellules des couches 
superficielles et intermédiaires. Une fois que l'épithélium est réparé, la synthèse des 
kératines K6/16 s'arrête. In vitro, les cellules de l’épithélium de la cornée de lapin, 
synthétisent K6/K16 lorsqu’elles sont en phase de croissance exponentielle ; cette synthèse 
est supprimée lorsque les cellules atteignent la confluence, elles expriment alors K3/K12 
(Schermer et al. 1989). Les résultats de l'équipe d’Alexandre Schermer indiquent également 
que, même si l'hyperprolifération est généralement associée à l'expression de K6 / K16, 
l'inverse n'est pas toujours vrai. La synthèse de cette paire de kératines se poursuit, à la fois 
dans l'épithélium cornéen bien différencié et dans les cultures épidermiques humaines qui ne 
synthétisent pas assez de K1/K10. Cela indique clairement que la synthèse de K6 / K16 peut 
être dissociée du processus d’hyperprolifération en soi. Prises dans leur ensemble, les 
données montrent que K6/K16 sont synthétisées, peut-être par défaut, en tant que paire de 
kératines suprabasales alternatives dans des conditions non permissives pour que les 
kératinocytes expriment leur paire de kératines liées à la différenciation normale. Le 
mécanisme moléculaire sous-tendant cette relation réciproque est actuellement inconnu, 
mais pourrait impliquer, par exemple, la concurrence d’un ensemble commun de facteurs de 
transcription impliqués dans le contrôle de la synthèse de ces deux types de kératines. 
     Le fait que les kératines K6/K16 soient exprimées dans des conditions 
d’hyperprolifération par presque tous les kératinocytes, indépendamment de leur origine 
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tissulaire (Nelson and Sun 1983), indique qu'elles effectuent une fonction non spécifique d'un 
tissu et donc peut-être plus primitive que les paires de kératines liées au tissu. Une autre 
caractéristique intéressante de ces deux kératines K6 et K16 est que leur séquence en 
acides aminés sont remarquablement similaires à celles de K5 et K14 (Blumenberg 1988). 
Ces observations soulèvent la possibilité intrigante que K6 / K16 puisse avoir évolué 
relativement tôt, peut-être même avant que l'épithélium ait montré une spécificité tissulaire, 
dans le but d'augmenter le contenu cytoplasmique des filaments de kératines dans les 
cellules suprabasales. Bien que les filaments de K6/K16 suprabasaux soient structurellement 
et probablement fonctionnellement similaires aux filaments de K5 / K14 de la couche basale, 
une augmentation de la teneur en kératines dans les cellules suprabasales peut être 
importante pour obtenir une structure épithéliale physiquement plus forte.  
 
   3.3 Le complexe jonctionnel 
     Le système des jonctions intercellulaires est la base de construction d’un tissu 
pluricellulaire. Ce sont des structures stables dans le temps qui vont permettre la cohésion 
tissulaire sur la durée et représentent une barrière sélective pour la circulation des fluides.  
     Il existe 3 grandes groupes de jonctions :  
- les jonctions serrées ;  
- les jonctions d’ancrage ou adhérentes (ceintures d’adhérence ou zonula adherens; 
desmosomes ou macula adhérens; points de contacts focaux et hémi-desmosomes) ; 
- et les jonctions communicantes (ou gap junctions ou  jonctions d’échange). 
 
Figure 29. Le complexe jonctionnel dans une cellule.  
Modifié d’après https://www.slideshare.net/vicky14381/epithelium-cellstissues-histology 
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3.3.1 Les jonctions serrées- les claudines. 
     Les jonctions serrées déterminent la cohésion entre 2 cellules et empêchent le passage 
de molécules par la voie intercellulaire. L’étanchéité tissulaire est assurée par ces régions 
spécifiques qui limitent le passage des solutés (barrière paracellulaire) en contrôlant le 
passage des petites molécules et des ions ; elles assurent donc un rôle de pore sélectif 
intercellulaire (Kirschner and Brandner 2012). Elles se présentent en microscopie 
électronique comme une série de points de fusion apparente des feuillets externes des 
membranes plasmiques de deux cellules adjacentes. Dans l’épiderme, les jonctions serrées 
sont au niveau de la membrane apico-latérale des kératinocytes granuleux. Les jonctions 
serrées sont requises pour maintenir la polarité des cellules épithéliales et endothéliales. 
Ces structures présentent une organisation assez complexe. Elles sont constituées de trois 
groupes de protéines : les protéines transmembranaires (occludine, claudine et molécules 
d'adhésion jonctionnelles); les protéines membranaires périphériques (ZO-1, ZO-2, ZO-3, 
MUPP-1), qui se lient aux  protéines transmembranaires, et des protéines cytoplasmiques 
(cinguline, antigène 7H6,  etc.) 
     Ces molécules d’adhérence interagissent grâce à leurs domaines homophiles. 
L’occludine (du latin occludere = enfermer) et les claudines (du latin claudere = fermer) sont 
des protéines transmembranaires de, respectivement, 64 et 22 kDa. L’occludine et les 
claudines contiennent quatre domaines transmembranaires, avec à la fois les extrémités N 
et C orientées dans le cytoplasme, mais ces deux protéines n’ont  aucune similitude de 
séquence. 
     Les claudines, qui composent une famille d’au moins 24 membres, sont capables de se 
polymériser et de former des pores qui permettent une diffusion sélective des ions et 
molécules à travers l’espace paracellulaire. La perméabilité sélective de ces canaux dépend 
de la concentration et du type de claudine exprimé par la cellule épithéliale ou endothéliale.     
Les claudines ont été divisées en deux groupes, sur la base de résultats d’expériences in 
vitro, celles qui augmentent la résistance électrique transépithéliale ou améliorent la fonction 
de barrière comme les claudines-1 et -4, et celles qui réduisent la résistance et perturbent 
donc la fonction de barrière, comme les claudines-2 et -6 (Utech, Brüwer, and Nusrat 2006). 
Au moins deux claudines différentes sont exprimées dans chaque cellule. Les claudines sont 
les seules protéines jonctionnelles connues pour avoir une spécificité tissulaire. 
     La densité cellulaire module l’expression des claudines. Dans les cellules épithéliales en 
croissance, le niveau d’expression des protéines des jonctions serrées est faible. À l’inverse, 
l’augmentation de la densité cellulaire stimule l’expression et l’accumulation des protéines 
des jonctions serrées. 
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     Des travaux déjà anciens ont suggéré que les jonctions intercellulaires constituent un 
domaine préférentiel d’accrochage des vésicules de transport (Louvard 1980). De fait, les 
petites protéines G Rab3b, Rab8 et Rab13 (Marzesco et al. 2002) qui régulent les différentes 
étapes du trafic membranaire, sont localisées au niveau des jonctions serrées. Elles 
coordonnent l’assemblage de complexes protéiques requis pour l’adressage et l’arrimage 
des vésicules de transport avec les membranes cibles (Zahraoui, Louvard, and Galli 2000).  
     Plusieurs carcinomes sont associés à une perte de polarité cellulaire et à la dissociation 
des jonctions serrées. La claudine 1 est fortement exprimée dans plusieurs cancers 
colorectaux (Miwa et al. 2001). 
     En plus de ces fonctions liées aux jonctions serrées, certaines fonctions "non canoniques" 
de la claudine-1 ont été récemment trouvées. Par exemple, la claudine-1 semble être 
importante  pour la prolifération et la différenciation cellulaires, la motilité et la migration 
cellulaire, les régulations d'expression génique et présente des fonctions anti-apoptotiques 
(Alshbool and Mohan 2014).  
 
     Dans l'épiderme, les claudines-1 et -4 sont fortement exprimées dans la couche 
granuleuse (Figure 30),  tandis que d'autres claudines, comme les claudine-3 et -12,  sont 
peu retrouvées. C’est à ce niveau que l’on peut observer la formation des jonctions serrées 
en microscopie électronique. 
Les souris dépourvues du gène de la claudine 1 ont un déficit de barrière cutanée, ce qui 
entraîne une déshydratation sévère et une mort précoce (Furuse et al. 2002).     
      L’absence de claudine-1 chez l’homme, due à des mutations de son gène, est 
responsable du syndrome NISCH (pour «syndrome d'ichtyose néonatale et de cholangite 
sclérosante») qui se caractérise par une peau sèche et squameuse et une inflammation des 
voies biliaires (Grosse et al. 2012). Une diminution de l'expression des claudines-1 et -23 est 
signalée dans la dermatite atopique humaine. Cette anomalie serait due à des mutations de 
leur gène, mais peut aussi apparaître secondairement suite à l’environnement cytokinique de 
type Th2. La perturbation des jonctions serrées entraîne le passage des dendrites des 
cellules de Langerhans jusque dans les couches superficielles de l’épiderme (Klechevsky et 
al. 2008). Cette incorporation dans la couche cornée peut entraîner l’activation des cellules 
de Langerhans puis leur migration vers les tissus lymphoïdes secondaires, pour y présenter 
les antigènes de l’environnement aux lymphocytes T (De Benedetto et al. 2011).  
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Figure 30. Analyse protéique en Western blot (A), microscopie électronique 100nm (B) 
et immunofluorescence 80 µm (C)  des claudines 1 et 4 dans l’épiderme de souris 
 La Claudine 1 est exprimée dans toutes les couches de l’épiderme, tandis que la Claudine 4 est 
localisée surtout au niveau de la couche granuleuse. Modifié d’après (Yuki et al. 2011)(Peltonen et al. 
2007)(Furuse et al. 2002) 
 
     En ce qui concerne, l’expression et la localisation des claudines dans l’épithélium 
cornéen humain, l'utilisation de la RT-PCR a mis en évidence l’expression des ARNm de la  
claudine-1 mais aussi d’autres isotypes  (claudine- 2, -3, -4, -7, -9 et -14) (Figure 31). En 
immunohistochimie, les claudines-1, -4 et -7 ont été localisées dans  toutes les couches 
cellulaires de l'épithélium. Pourtant, quelques études en microscopie électronique ont montré 
que les jonctions serrées ne sont observables qu’au niveau des couches superficielles. La 
claudine-3 est absente de l'épithélium conjonctival mais est présente dans la cornée. Par 
contre, la claudine-10 n’est présente que dans l'épithélium conjonctival (Yoshida, Ban, and 
Kinoshita 2009).  
 
Figure 31. Analyse de la distribution des claudines par RT-PCR dans l’épithélium 
cornéen et conjonctival (à gauche) et par immunofluorescence dans l’épithélium 
cornéen (à droite). La barre d’échelle = 50 µm.D’après (Yoshida, Ban, and Kinoshita 2009) 
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     Le troisième type de protéines transmembranaires des jonctions serrées est la protéine 
JAM (pour « junctional adhesion molecule »), de 33 kDa et dont la chaine protéique traverse 
la membrane une seule fois. 
Les protéines transmembranaires des jonctions serrées sont liées à des protéines 
intracellulaires comme ZO-1 et ZO-2 qui à leur tour sont fixées au cytosquelette d’actine. 
Cette interaction avec le cytosquelette détermine la localisation de la jonction au domaine 
apical de la cellule. 
 
3.3.2 Les jonctions d’ancrage : les desmosomes  
     Les desmosomes sont des zones d’ancrage des filaments intermédiaires sous la forme 
de tache en microscopie, d'où le nom de macula. Ils vont consolider la formation des 
jonctions entre les cellules. Les desmosomes comportent 2 régions (Figure 32) : 
-  intracellulaire, représentée par la plaque desmosomale ; 
- extracellulaire : la désmoglie ou cœur. 
     Les études en microscopie électronique ont permis de montrer leur structure symétrique 
avec au centre le cœur entouré par deux plaques discoïdes cytoplasmiques où vont 
s’accrocher les filaments intermédiaires de kératines. 
     En ce qui concerne la plaque desmosomale, elle est constituée par un groupe de 
protéines intra-cytoplasmiques qui favorisent la fixation aux protéines du cytosquelette et 
sont appelées plakines (desmoplakines 1 et 2, envoplakine et périplakine) et armadillo 
(plakoglobine et plakophiline). 
     La desmoglie est formée de protéines d’adhésion dépendant du calcium de la famille des 
cadhérines : desmocollines 1, 2 et 3, et desmogléines 1, 2, 3 et 4. Leur gène sont regroupés 
dans un cluster sur le chromosome 18. Ces cadhérines desmosomiales vont former des 
liaisons homophiles et hétérophiles et assurent ainsi le maintien de la forme de la cellule et 
une résistance cytoplasmique (Matthieu Simon 2011). 
65 
 
  
Figure 32. Représentation schématique de la structure des desmosomes et 
corneodesmosomes. 
D’après (Marie Reyner, 2016) 
 
     L’expression des différentes protéines desmosomales varie au cours de la différenciation 
épidermique (Jonca et al. 2011) (Figure 33) et ce en même temps que le nombre et la taille 
des desmosomes augmentent.  
     La formation de ces structures, responsables de l’interaction entre les cadhérines et les 
filaments de kératines, est régulée par le calcium ainsi que par différentes kinases et 
phosphatases membranaires. 
La desmoplakine est la protéine majeure des plaques desmosomales. Elle est nécessaire à 
l’assemblage des desmosomes et à leur association avec les filaments intermédiaires.   
     Au cours du processus de cornification, les desmosomes subissent des modifications 
structurales majeures pour former les cornéodesmosomes. La plaque desmosomale est 
progressivement incorporée à l’enveloppe cornée jusqu’à devenir invisible en microscopie 
électronique et le cœur intercellulaire se densifie. Ceci s’accompagne de l’intégration d’une 
protéine supplémentaire, la cornéodesmosine (Figure 32). Cette protéine est synthétisée au 
sein des kératinocytes épineux supérieurs et granuleux. Sécrétée par l’intermédiaire des 
corps lamellaires, la cornéodesmosine est secondairement incorporée au niveau du cœur 
des desmosomes. Il s’agit de la seule protéine identifiée à ce jour comme étant spécifique 
des cornéodesmosomes. Son contenu riche en résidus sérine et glycine s’organisant en 
boucles souples est compatible avec des fonctions d’adhésion. Toutefois, ses partenaires 
protéiques restent encore à définir (Michel Simon et al. 2001)(Jonca et al. 2010).  
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Il est important de noter que la cornéodesmosine (Michel Simon et al. 1997) et les 
desmoplakines, periplakines et invoplakines sont également des composants de l’enveloppe 
cornée (Huber 2003). 
     
Figure 33. Représentation schématique de l’expression des protéines du desmosome 
et du corneodesmosome au cours de la différenciation épidermique.  
DSG : desmogléine, DSC : desmocolline, CDSN : cornéodesmosine, DP : desmoplakine, EVPL : 
envoplakine, PPL : périplakine  CB : couche basale, CE : couche épineuse, CG : couche granuleuse, 
CC : couche cornée. D’après (Voegeli and Rawlings 2012) et (Jonca N, Caubet C, Guerrin M, Simon 
M 2009) 
 
      Ainsi, on retrouve la protéine DSG2 exclusivement dans  la couche basale, alors que les 
protéines DSC2, DSC3 et DSCG3 sont exprimées dans la couche basale puis 
progressivement remplacées par les protéines DSG1, DSC1 et DSG4 dans les couches les 
plus différenciées. L’expression des plakines (DP, EVPL, PPL) augmente aussi lors de la 
différenciation épidermique.  
      Des défauts des protéines desmosomales sont impliqués dans les maladies bulleuses 
cutanées et les cardiomyopathies. Le pemphigus foliacé est une maladie bulleuse auto-
immune due à l’inactivation de la desmogléine-1 par des auto-anticorps. L’inactivation de la 
desmogléine-3 par des auto-anticorps entraîne une autre maladie bulleuse cutanée, le 
pemphigus vulgaire, caractérisée par des bulles intraépidermiques et des érosions 
étendues sur une peau et des muqueuses apparemment saines. 
     La desmogléine-1 peut aussi être inactivée par les toxines exfoliatives produites par 
Staphylococcus aureus (Ohnemus et al. 2008).  
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     Les mutations non-sens du gène de la cornéodesmosine sont responsables de deux 
maladies rares, l’hypotrichose simple du cuir chevelu (Levy-Nissenbaum et al. 2003) et le 
syndrome de la peau qui pèle (Mazereeuw-Hautier et al. 2011). 
 
     Dans l’oeil, l’expression des isoformes des glycoprotéines desmosomales a été étudiée 
dans l’épithélium cornéen et conjonctival bovin (Messent et al. 2000). La desmocolline 2 
(Dsc2) et la desmogléine 2 (Dsg2) sont exprimées dans l'ensemble de l’épithélium cornéen 
et conjonctival (Figure 34 et 35), les Dsc3 et Dsg3 ne sont détectées que dans l’épithélium 
conjonctival ; de plus, les études en immunofluorescence ont montré que les Dsc3 et Dsg3 
sont retrouvées essentiellement au niveau de la couche basale.  
Les Dsc1 et Dsg1 ne sont pas détectées. Cette absence de Dsc1 et Dsg1 pourrait être 
corrélée à l’absence de kératinisation des épithéliums oculaires.  
     Dans l’épithélium cornéen, les desmosomes sont les plus nombreux dans les couches 
superficielles (Hogan, Alvarado, and Weddell 1971). Cette particularité assure une forte 
adhésion intercellulaire et le maintien de l'intégrité de l'épithélium lors de l’abrasion crée par 
le clignotement et les mouvements oculaires. 
 
Figure 34. Analyse par Western blot des différentes protéines des desmosomes dans 
l’épithélium nasal (N), cornéen  (C) et conjonctival (Conj) du bœuf. 
D’après (Messent et al. 2000) 
  
Figure 35. Localisation des Dsc et Dsg dans l’épithélium cornéen central (A,B) et 
limbique (C,D) bovin. 
 
 Analyse immunohistochimique sur 
des cryocoupes avec des anticorps 
anti-Dsc2 (A, C) et anti-Dsg2 (B, D).  
Barres d'échelle, 50µm.   
A- Couches basales 
B- Cornée centrale 
C, D Limbe 
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Tableau 2 Distribution des glycoprotéines desmosomales dans les épithéliums 
cornéen, conjonctival et épiderme bovin 
  
B=basale ; I= intermédiaires ; S= superficielle.  
+++ Forte expression ; ++moyenne expression ; + faible expression ; -/+ très faible expression ; - 
manque d’expression. DSC= desmocolline ; DSG= desmogléine 
 
      Des maladies cornéennes liées aux anomalies des protéines desmosomales n’ont pas 
été décrites dans la littérature. Cependant, une étude allemande (Vielmuth et al. 2016) a 
montré que les souris dont le gène de la Dsg 3 a été inactivé présentent des bulles intra-
épidermiques et souffrent fréquemment de lésions oculaires, histologiquement évidentes 
sous  forme de détachements des couches superficielles de l’épithélium cornéen (Figure 
36).  
 
Figure 36. Les souris Dsg3 KO présentent des lésions oculaires.  
Contrairement à des souris normales (WT) (à gauche), les souris Dsg3 KO ont des 
atteintes oculaires macroscopiquement visibles sous forme de rougeur bulbaire, des paupières collées 
et de petits saignements à l’angle interne de l’œil (à droite, flèches). La coloration en hémalin-éosine 
(à droite) montre des déchirures locales dans les couches superficielles de l’épithélium cornéen 
(flèches).D’après (Vielmuth et al. 2016) 
 
 3.4 Le complexe de différenciation épidermique. 
     Lors de la différenciation terminale de l’épiderme, les kératinocytes subissent de multiples 
changements morphologiques et biochimiques ; en particulier ils synthétisent une  structure 
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péricellulaire rigide et insoluble, l’enveloppe cornée. Pour assurer la construction de cette 
coque, les liaisons qui se créent entre ses composants sont des liaisons covalentes. 
L’enveloppe cornée se met en place progressivement et en 3 étapes, comme  décrit en 2001 
(A. Kalinin, Marekov, and Steinert 2001) (Figure 37). 
● Dans la 1ère étape on a l’association du complexe periplakine-envoplakine et de 
l’involucrine sous la membrane plasmique d’une manière calcium dépendante, 
catalysée par la transglutaminase 1. 
● Dans la 2ème étape on assiste à une formation des corps lamellaires qui dérivent de 
l’appareil de Golgi (en particulier de leurs lipides) dans la région de transition entre 
couche granuleuse/couche cornée. Certains d’entre eux (oméga-hydroxy-céramides) 
sont liés sur la face externe des enveloppes. 
● En 3ème étape,  les transglutaminases 3 assurent la liaison covalente de la loricrine, 
la protéine la plus abondante de l’enveloppe cornée, et des SPRRs (small proline rich 
proteins) à l’échafaudage protéique précédent. 
     Finalement, les filaments intermédiaires (notamment les kératines 1 et 10) et une partie 
de la filaggrine vont être liés sur la face interne des enveloppes afin de former une 
véritable  barrière mécanique.  
     Les composants des enveloppes sont réticulés  par des transglutaminases, enzymes 
dépendantes du Ca2+ qui catalysent la formation de liaisons N-ε(γ-glutamyl)-lysine entre les 
protéines. Sept transglutaminases ont été identifiées chez l'homme (J. S. K. Chen and Mehta 
1999), et les cellules épidermiques en expriment quatre, les transglutaminases 1, 2, 3 et 5 
(Esposito and Caputo 2005). Seules les isoformes 1,3 et 5 sont impliquées dans la formation 
des enveloppes cornées. 
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Figure 37. Les trois étapes de la formation de l’enveloppe cornée.  
Voir le texte ci-dessus. D’après (A. E. Kalinin, Kajava, and Steinert 2002) 
      
     L’enveloppe cornée, de par son échafaudage protéique, la séquestration des 
macrofibrilles de kératines de la matrice cornéocytaire et sa composante lipidique ancrée 
aux lipides des espaces intercornéocytaires, contribue aux propriétés biomécaniques de 
la couche cornée. 
     Parallèlement,  les lipides (phospholipides, cholestérol et glucosylcéramides) 
s'accumulent  dans les corps lamellaires, organites tubulo-vésiculaires de sécrétion, qui se 
développent à partir de l’appareil de Golgi. Les corps lamellaires sécrètent ces lipides et leur 
contenu protéique (lipases, protéases, inhibiteurs de protéases, cornéodesmosine, etc.) 
dans les espaces intercellulaires. Les lipides (acides gras libres, céramides, cholestérol) 
issus de la modification dans les espaces intercornéocytaires des espèces sécrétés 
s’assemblent sous forme de lamelles parallèles à la surface des cornéocytes. Ils assurent 
l’étanchéité de la couche cornée. 
     Le stratum corneum est maintenu par un équilibre entre le renouvellement constant et la 
desquamation des cornéocytes. La desquamation dépend de l'équilibre entre la synthèse 
des protéines structurales des cornéodesmosomes et leur dégradation par des protéases 
spécifiques (kallikréines 5, 7 et 14, et éventuellement la kallikréine 8 et l’élastase 2). Leur 
71 
 
activité enzymatique est contrôlée par un gradient de pH dans la couche cornée (de 7 à 5,5) 
et par des inhibiteurs de protéases. 
 
     De nombreux gènes qui codent pour les protéines de l’enveloppe cornée sont localisés 
dans la même région du chromosome 1 (1q21) (Figure 38), nommé “complexe de 
différenciation épidermique » (Mischke et al. 1996). Outre les gènes de l’involucrine et la 
loricrine, ce  locus contient quatre familles de gènes qui sont exprimés dans l’épiderme et 
codent pour :  
- un groupe des protéines précurseurs de l’enveloppe cornée, les SPRRs. un autre 
groupe des protéines tardives de l’enveloppe cornée (late cornified envelope, LCE).  
- des protéines liant le calcium (S100) avec deux domaines EF-hand (Marenholz, 
Heizmann, and Fritz 2004). 
- les protéines de la famille des SFTPs  (S100-Fused Type Proteins) : la filaggrine, la 
filaggrine 2, la trichohyaline, la trichohyaline-like, l’hornerine, la répétine et la 
cornuline. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D’après (Kypriotou, Huber, and Hohl 2012) 
 
  
 
     3.4.1 La régulation de l’expression des gènes du complexe de différenciation épidermique 
Les  familles de gènes du 
complexe de différenciation 
épidermique sont représentées par 
des couleurs indifférentes. Les 
flèches à droite des gènes 
montrent l’orientation 
transcriptionnelle. Les nombres 
(kb) indiquent les positions du 
début et de la fin de chaque famille 
sur le chromosome.  
Figure 38. Représentation 
schématique du chromosome 1 
humain et la localisation des 
gènes du complexe de  
différenciation épidermique 
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     Malgré le regroupement des gènes sur une région spécifique, 1q21, un régulateur unique 
de leur expression, de façon similaire au locus des immunoglobulines, n'a pas encore été 
identifié. Ainsi, il semble que l’expression des gènes soit contrôlée par un pool de 
régulateurs transcriptionnels,  comprenant les facteurs AP1, AP2, Sp1, Ets et POU (Rossi et 
al. 1998)(Jang and Steinert 2002). 
     Il existe d’autres facteurs de transcription qui sont cruciaux pour la formation d'une 
barrière épidermique mature, et dont l’ablation chez la souris est mortelle : 
• Les souris «Kruppel-like factor 4» (Klf4) –KO meurent après la naissance suite à un défaut 
de barrière avec des lamelles lipidiques défectueuses.  
• L'ablation épidermique du gène Gata 3 provoque la mort périnatale des souris en raison 
d’une synthèse défectueuse des lipides et une différenciation anormale avec une perte de la 
fonction de barrière. Il en résulte une diminution de l’expression en ARNm de l’hornerine, de 
la loricrine, de l’involucrine et une hyperprolifération avec augmentation de l’expression des 
kératines K6/K16 (de Guzman Strong et al. 2006). 
 
    3.4.2 L’involucrine 
     L'involucrine  est un composant mineur en quantité de l’enveloppe cornée (2-5% chez les 
humains) mais très important pour  les premières étapes de sa formation (Marekov and 
Steinert 1998). 
     Le gène de l’involucrine humaine code pour une protéine de 585 acides aminés (120 
kDa) qui est riche en glutamate et contient une région interne composée de 39 répétitions de 
10 acides aminés. Elle est exprimée dans les épithéliums squameux stratifiés au niveau des 
couches épineuse supérieure et granuleuse (Figure 39) ainsi que dans les gaines 
épithéliales interne et externe des follicules pileux (de Viragh, Huber, and Hohl 1994).  
     La régulation du promoteur du gène IVL implique deux régions distinctes : une région 
régulatrice distale située à -2473 / -1953 pb et une région régulatrice proximale à -241 / -7 
pb. La transcription du gène de l’involucrine  est augmentée par l’influx calcique, l'activation 
de la Protéine Kinase C et les esters de phorbol via la voie de signalisation des MAP 
Kinases et est diminuée par les rétinoïdes et par l’IL 4 et l’IL 13 (Eckert et al. 2004)  (B. E. 
Kim et al. 2008). Un équilibre entre les activateurs transcriptionnels AP1 (Welter et al. 1995), 
Sp1 et C / EBPalpha, et les inhibiteurs transcriptionnels, tels que les protéines à domaine 
POU, sont responsables du contrôle du promoteur du gène IVL (Eckert et al. 2004). 
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Figure 39. Marquage par immunofluorescence indirecte (à droite) de l’involucrine sur 
des coupes d’épiderme murin.  
A gauche- l’épiderme vu en coloration hémalun-éosine. Les barres d’échelle = 50 µm. D’après (Sriram 
et al. 2018)  
 
     Les souris dont le gène de l’involucrine a été inactivé sont en bonne santé et leurs 
enveloppes cornées semblent normales. Les loricrine et SPRR1 sont normalement 
exprimées, ce qui suggère l'absence de mécanismes compensatoires (Djian, Easley, and 
Green 2000). Les souris triple-KO pour l'involucrine, l’envoplakine et la périplakine 
présentent un défaut de barrière épidermique (qui n'est pas observé dans les doubles KO 
envoplakine et périplakine) (Sevilla et al. 2007).  
 
     L’épithélium cornéen ne contient pas de couche cornée. Néanmoins, l’involucrine y est 
exprimée (Figure 40), dans les couches superficielles. Une production accrue de 
l'involucrine et de la protéine SPRR-2 a été observé dans un modèle murin d’œil sec avec 
l'osmolarité des larmes 2 fois plus élevée que normalement (Stewart et al. 2005). 
 
Figure 40. Marquage par immunofluorescence indirecte  de l’involucrine sur des 
coupes de l’épithélium cornéen humain (3,4).  
D’après (Lin et al. 2012) 
     
1 2 
3 4 
1,2 Les épithéliums limbique et 
central colorés à l’hémalun-éosine 
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 3.4.3 La loricrine 
     La loricrine humaine (26 kDa) est l'élément le plus abondant de l’enveloppe cornée (65-
70%) (Daniel Hohl et al. 1991), ce qui en fait donc une protéine majeure de la différenciation 
terminale du kératinocyte. Elle est exprimée tardivement dans la couche granuleuse de 
l’épiderme (D Hohl 1990). Riche en glycine et sérine, la loricrine forme des  structures 
tridimensionnelles en boucles dites «boucles glycine» qui lui confèrent une grande flexibilité. 
C’est grâce à la présence de nombreux résidus cystéine, que ces  boucles sont stabilisées 
par des ponts disulfures (Mehrel et al. 1990). 
La régulation de son expression implique de multiples facteurs de transcription tels que AP1, 
Sp1 et  p300 / CBP(Jang and Steinert 2002). Comme pour les autres précurseurs de la 
couche cornée, l'expression de la loricrine est induite par le calcium et inhibée par les 
rétinoïdes (D Hohl et al. 1991). 
     Le rôle essentiel de la loricrine dans l’homéostasie de la barrière épidermique a été mis 
en évidence par le développement de modèles murins. Ainsi, les  souris déficientes en 
loricrine naissent avec une érythrodermie, un érythème inflammatoire concernant plus de 90 
% de la peau. Ce phénotype disparaît 4-5 jours après la naissance par un processus de 
compensation par accumulation  d'autres protéines du complexe de différenciation 
épidermique  telles que la répétine, les SPRR2D et 2H et les protéines LCE. Cependant, ce 
mécanisme n'est pas suffisant pour surmonter la fragilité de la couche cornée  à des 
contraintes mécanique (Koch et al. 2000).  
 
Figure 41. Marquage par immunofluorescence indirecte  de la loricrine sur des coupes 
d’épithélium cornéen et d’épiderme humains. 
Les noyaux ont été marqués avec le DAPI (bleu). Les lignes en pointillés indiquent la membrane 
basale et la barre d'échelle est égale à 20 µm. D’après (Lotz et al. 2018)  
 
     Des mutations du gène de la loricrine humaine par insertion d’un nucléotide ont des 
conséquences plus graves en ce qui concerne  l'intégrité de l'épiderme et sont la cause 
d’une forme particulière de kératodermie (A. E. Kalinin, Kajava, and Steinert 2002), le 
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syndrome de Vohwinkel. C’est une affection héréditaire rare, caractérisée par une atteinte 
potentiellement mutilante des doigts et des orteils. Outre une kératodermie avec kératose en 
nid d’abeille, il existe, parfois dès le plus jeune âge, un processus d’installation de brides 
circulaires constrictives au niveau des doigts.  
     Dans l’épithélium cornéen, la loricrine est exprimée dans toutes les assises cellulaires 
(Figure 41). 
 
3.4.4  La famille SFTPs : exemple des filaggrine, filaggrine 2 et  hornerine 
     La famille des SFTPs comporte sept membres qui présentent beaucoup de similitudes 
entre eux. Il semble qu’ils résultent d’une fusion de gènes des protéines S100A avec des 
gènes de précurseurs de l’enveloppe cornée. Leur gène sont constitués de 3 exons, dont le 
premier est non codant. Leur composition en acides aminés est très proche, la plupart étant 
riches en  serine, glycine et histidine. 
 
La filaggrine 
     Le premier gène de cette famille qui a été étudié est celui de la filaggrine (Dale 1977). La 
filaggrine est présente au niveau de l’épiderme, de l’épithélium de la langue, du palais dur et 
de la gencive, et de la muqueuse buccale (Manabe and O’Guin 1994). Comme son nom 
l’indique, elle est impliquée dans les phénomènes d’agrégation des filaments intermédiaires. 
La filaggrine est synthétisée sous forme d’un précurseur nommé la profilaggrine (400 kDa 
chez l’homme) et stockée sous forme insoluble dans les grains de kératohyaline 
cytoplasmique (dans la couche granuleuse de l’épiderme). Au cours de la cornification, la 
profilaggrine est déphosphorylée et transformée par protéolyse en monomères de filaggrine 
(324 acides aminés; 37 kDa chez l’homme)(Henry et al. 2012).  
     Dans la couche cornée inférieure, la désimination des résidus arginyle de la filaggrine par 
les peptidylarginine désiminases de types 1 et 3 (PAD1 et PAD3) entraîne la dissociation de 
la filaggrine de sa matrice (Méchin et al. 2007) et favorise sa dégradation en acides aminés 
libres. Ceux-ci sont importants pour la production du facteur naturel d’hydratation, pour la 
rétention d’eau dans la couche cornée (en particulier l’acide pyrollidone carboxylique dérivé 
de la glutamine)(Rawlings and Harding 2004) et pour la protection des UV (en particulier 
l’acide urocanique dérivé de l’histidine) (Barresi et al. 2011). 
     On retrouve une partie de la filaggrine incorporée dans l’enveloppe cornée, avec des 
kératines, ce qui augmente la  résistance mécanique des cornéocytes (Michel Simon et al. 
1996).  
     L’importance de la filaggrine dans l’homéostasie cutanée a été récemment démontrée 
lorsque des mutations non-sens de son gène (FLG) se sont avérées responsables de 
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l’ichtyose vulgaire (F. J. D. Smith et al. 2006) et constituent un facteur de risque majeur du 
développement de la dermatite atopique (Palmer et al. 2006).  
  
    Figure 42. Expression de la filaggrine dans l’épiderme normal et l’épithélium 
conjonctival pathologique (dans le Syndrome Stevens- Johnson) 
D’après (Lund 2012) 
 
     Au  niveau oculaire, la filaggrine est peu exprimée dans l’épithélium cornéen et 
conjonctival normal (Lapp et al. 2014), par contre elle est retrouvée dans la conjonctive 
kératinisée (Stevens-Johnson syndrome) ou dans les métaplasies conjonctivales (Figure 42) 
(Lund 2012). 
 
L’hornerine 
    Le gène HRNR humain code pour l'hornerine (également connue sous le nom de 
S100A18), une protéine de 2850 acides aminés ayant une masse moléculaire estimée à 282 
kDa. Le grand domaine central se compose de six sous-unités de base répétées en tandem 
(468-22 acides aminés), chacune étant divisée en 3 segments A, B et C. 
     L'hornerine humaine est détectée dans les couches les plus différenciées de l’épiderme, 
d’où son nom (« horny layers »). Elle est  présente dans le cytoplasme des kératinocytes 
dans la couche granuleuse de l’épiderme, à la périphérie des granules de kératohyaline.  
Dans la couche cornée, alors que la filaggrine est principalement détectée dans la matrice 
fibreuse intracornéocytaire des cornéocytes inférieurs, l’hornerine est détectée à la 
périphérie de tous les cornéocytes. Elle est incorporée dans l’enveloppe cornée. L’hornerine, 
comme la filaggrine, est produite sous forme de grand précurseur puis traitée par protéolyse 
Dans les échantillons de peau, la filaggrine a été 
détectée dans les couches superficielles de 
l’épiderme (Barre d’échelle 100 µm)  
 
 
 
 
Dans la conjonctive normale, la filaggrine est 
absente. Pourtant on retrouve le même marquage 
de la filaggrine dans le syndrome Stevens 
Johnson au niveau des couches parakératinisées 
de l’épithélium 
 (Barre d’échelle 100 µm) 
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au cours de la cornification (Henry et al. 2011). Elle est crosslinkée par la transglutaminase 3 
in vitro, formant des oligomères de haut poids moléculaire (Makino et al. 2001). 
Le rôle principal de l’hornerine consiste à renforcer les enveloppes et à contribuer à la 
résistance mécanique de la couche cornée de l’épiderme. Un rôle dans la défense 
antimicrobienne a également été proposé pour certains peptides dérivés de l’hornerine qui 
inhibent la croissance d’E.coli, Pseudomonas aeruginosa et C.albicans (Gerstel et al, 
Scientific reports, 2018). 
Son expression est réduite dans l’épiderme des patients atteints de dermatite atopique et de 
psoriasis (Henry et al. 2011). 
Au niveau de la surface oculaire, on retrouve l’hornerine dans l’épithélium cornéen, dans la 
conjonctive ainsi qu’au niveau de l’appareil lacrymal (Figure 43) où elle  joue plutôt un rôle 
antimicrobien (Garreis et al. 2017). 
 
Figure 43. Analyse par immunohistochimie de l'expression de l’HRNR dans les 
structures oculaires.  
 
D’après (Garreis et al. 2017) 
 
La filaggrine 2 
     La filaggrine 2 humaine est une protéine de 248 kDa qui présente de nombreuses 
analogies avec la filaggrine et l’hornerine. Chez l’homme on la retrouve au niveau de 
l’estomac, du thymus, des testicules, des amygdales, du placenta et de la peau. Dans 
l’épiderme, la filaggrine-2 est principalement détectée dans les couches granuleuse et 
cornée (Hansmann et al. 2012). Au niveau de la dernière assise de la couche granuleuse et 
des premières assises de la couche cornée, Hsu et al ont retrouvé une colocalisation de la 
La localisation de l’HRHR est marquée (marron) dans les cellules épithéliales (e) de la cornée 
(A), de la conjonctive (B), de l'épiderme et du follicule pileux (*) de la paupière (C)   
 
78 
 
filaggrine et de la filaggrine 2. Puis les deux protéines sont dégradées, simultanément, 
vraisemblablement par les mêmes enzymes (C. Y. Hsu et al. 2011).  
     L’expression de la filaggrine 2 est réduite dans l’épiderme des patients atteints de DA, 
probablement sous l’effet des cytokines pro-inflammatoires de type II (IL4, IL13, etc.). Des 
mutations non-sens de son gène sont associées à une forme persistante de la maladie dans 
les populations Afro-Américaines (Margolis et al. 2014) et responsables d’une 
génodermatose rare, le « peeling skin syndrome » de type A (Mohamad et al. 2018). Le rôle 
de la filaggrine-2 n'est toujours pas clair. La structure moléculaire et la composition en acides 
aminés de la filaggrine, de l’hornerine et de la filaggrine-2 indiquent que ces protéines ont 
des fonctions similaires ou complémentaires dans l’épiderme (composants du facteur naturel 
d’hydratation, agrégation des filaments intermédiaires, photo protection de la couche cornée, 
etc). Il a très récemment été montré que la partie amino-terminale de la filaggrine 2 est liée 
de manière covalente aux enveloppes cornées (Albérola et al., 2019). 
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Partie 4. Le kératocône : une pathologie cornéenne mystérieuse 
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4.1 Définition 
      Le kératocône (KC) (Figure 44) est une maladie cornéenne évolutive, caractérisée par 
un amincissement progressif de la cornée, à l’origine de l’apparition d’une protrusion 
cornéenne, d’un astigmatisme irrégulier et d’une diminution de l’acuité visuelle. 
     C’est une maladie cornéenne le plus souvent bilatérale (dans plus de 95 % des cas) mais 
il est fréquent qu’elle soit asymétrique, avec un délai de survenue et d’aggravation variables 
sur le deuxième œil. 
     Cette affection concerne 1 personne sur 2 000 (M C Kenney et al. 1994) et son incidence 
parait stable. Même s’il s’agit d’une maladie rare, le KC est toutefois désigné comme la 
maladie de la cornée la plus fréquente dans la population générale. 
     La prévalence rapportée du KC varie considérablement en fonction de l'emplacement 
géographique, des critères de diagnostic utilisés et de la cohorte de patients sélectionnés. La 
prévalence dans différentes études peut varier de 0,3 pour 100 000 (0,0003%) en Russie 
(Gorskova and Sevost’ianov 1998) à 2300 pour 100 000 en Inde centrale (2,3%) (Jonas et 
al. 2009a). En France, la prévalence est estimée à 50 cas pour 100 000 habitants. 
     Le KC touche indifféremment les deux sexes, mais une légère prédominance masculine 
est rapportée (Pearson et al. 2000a)(Owens and Gamble 2003). 
 
Figure 44. Représentation schématique d’une cornée normale et d’une cornée 
kératocônique avec image simulée des troubles de la vision. 
D’après http://www.opervisus.ru/keratokonus.htm 
     
 L’âge de survenue du KC varie selon les séries. Une série multicentrique (Figure 45) de 38 
centres portant sur 1579 patients rapporte un âge moyen de découverte de 27,3 ± 9,5 ans 
avec près de 90% des patients diagnostiqués entre 10 et 39 ans (Zadnik K, Barr JT, Gordon 
MO 1996). 
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Figure 45. Distribution des âges de découverte du KC.  
D’après (Zadnik K, Barr JT, Gordon MO 1996) 
 
     Classiquement, on considère que la maladie est typiquement diagnostiquée durant 
l'adolescence et atteint son stade le plus avancé vers 20-30 ans. Le bombement (la 
localisation du cône) est le plus souvent inféro-nasal, dans 50 à 70% des cas, inféro-
temporal dans 31% des cas et dans les autres quadrants dans 7% des cas (Schmitt, 
Simonpoli, and Colin 2008). 
 
4.2 Étiologie et facteurs de risque 
     L'étiologie du KC est inconnue et est probablement multifactorielle. Plusieurs facteurs 
sont impliqués dans la physiopathologie du KC : génétiques, environnementaux ou 
géographiques. 
    
   4.2.1 Facteurs génétiques 
     Dans la majorité des cas, le KC est sporadique. Cependant, 6 à 23,5% des patients 
kératocôniques ont des antécédents familiaux (Karimian et al. 2008). Ainsi, une origine 
génétique du KC a été suggérée à partir des résultats de certaines études épidémiologiques.  
     L’étude des arbres généalogiques a fait envisager plusieurs modes de transmission 
possibles. Le plus probable, la transmission autosomique dominante est l’hypothèse la plus 
convaincante (Parker et al. 1996)(Michael A. Hauser et al. 2012).  
     Wang et al. ont suggéré que le KC est probablement hérité en raison d'un défaut majeur 
de gènes (Y Wang et al. 2000), tandis que Kriszt et al. ont indiqué que le KC est une maladie 
complexe non mendélienne (Kriszt et al. 2014). 
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Les études réalisées avant les techniques de topographie cornéenne ont rapporté que 6 à 
8% des sujets avec un KC avaient des proches touchés par la maladie (Hammerstein 1974). 
Cependant, les analyses de la topographie cornéenne ont montré que jusqu'à 50% des 
sujets atteints de KC ont  au moins un proche parent affecté par la maladie (V. Gonzalez and 
McDonnell 1992). Or, les enfants de patients atteints de KC ont un risque de 15 à 67 fois 
supérieur de développer un KC que ceux qui n’ont pas d’antécédents de KC dans leur 
famille. 
     À ce jour, 19 paires de jumeaux monozygotes atteints de KC ont été décrits dans la 
littérature. Dans la plupart des cas, les deux jumeaux ont été touchés, bien qu'avec des 
niveaux de gravité différents (Weed, MacEwen, and McGhee 2006) ou similaires (Bechara, 
Waring, and Insler 1996), ce qui suggère la présence d’une forte composante génétique 
nécessaire pour le développement de la maladie, peut-être aussi combinée avec des 
facteurs environnementaux. Cependant, lors d’une autre étude de deux paires de jumeaux, 
les auteurs n'ont pas réussi à détecter de KC chez le deuxième jumeau (McMahon et al. 
1999). 
     Néanmoins, aucune étude génétique n’a permis d’identifier une mutation responsable de 
la maladie, et l’étude de gènes candidats demeure décevante. En l’absence de cause 
précise, le KC est considéré comme une pathologie d’origine multifactorielle, dont les 
manifestations cliniques sont favorisées par la conjonction de phénomènes 
environnementaux et d’un terrain génétique propice (Michael A. Hauser et al. 2012) 
     De ce fait, on peut dire qu’en ce qui concerne son étiologie génétique, le KC est 
compatible avec une transmission autosomique et un taux de concordance plus élevé chez 
les jumeaux monozygotes comparé aux jumeaux dizygotes (Parker et al. 1996).  
84 
 
Tableau 3. Les gènes candidats avec mutations identifiés chez les patients atteints de 
KC. 
 
 D’après (Bykhovskaya, Margines, and Rabinowitz 2016) 
 
     À ce jour, plusieurs gènes ont été rapportés (Tableau 3) comme étant liés à la maladie 
(Hao et al. 2015), y compris, mais sans s'y limiter, celui de la lysyloxydase (LOX ; 
identification du gène: 4015, OMIM 153455) , de l'interleukine-1 (IL1 ; 3552, OMIM 147760) 
(Yani Wang et al. 2016), du « système visuel à homeo box 1 » (VSX1; 30813, OMIM 
605020) (Yani Wang et al. 2013), du microARN 184 (mir184 ; 406960, OMIM 613146) 
(Lechner et al. 2013), et du facteur de croissance transformant bêta induite (TGFBI ; 7045, 
OMIM 601692) (Guan et al. 2012).  
 
Le gène ZNF469. 
     Des études récentes montrent l’implication dans la pathogénie du KC du gène de ZNF469 
(zinc finger protein) (Yildiz et al. 2017). Abu et al. ont rapporté que ZNF469 partage 30% 
d'homologie avec les parties hélicoïdales de trois types de collagène (COL1A1, COL1A2 et 
COL4A1), ce qui suggère que ZNF469 peut participer à l'homéostasie du collagène dans la 
cornée humaine. Une étude montre que des mutations de ce gène identifiées dans une 
cohorte de patients chinois (53 patients avec KC primaire) pourraient être impliquées dans la 
pathogénie de la maladie. Seize variants de séquence dans les régions codantes de ZNF469 
ont été identifiés : cinq polymorphismes mono nucléotidiques (SNP) déjà connus, trois 
mutations qui ont également été retrouvées après séquençage de l'exome entier, et sept 
nouvelles mutations (c.2059G> A, c.2137C> A, c.3466G> A, c.3749C> T, c.4300G> A, 
c.4684G> A, et c.7262G> A) prédites comme potentiellement dommageables. Aucune des 
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mutations n'a été détectée chez les contrôles sains. Toutes ces sept mutations (Yu et al. 
2017) étaient à l’état hétérozygote.  
  
Le gène TUBA3D. 
     Ce gène code pour un membre de la famille des alpha-tubulines. La tubuline est un 
composant majeur des microtubules, composés d'hétérodimères des tubulines alpha et bêta 
et de protéines associées aux microtubules. Les microtubules maintiennent la structure 
cellulaire et jouent un rôle fondamental dans le transport intracellulaire et la formation du 
fuseau mitotique. Les protéines TUBA3D mutantes sont instables et peuvent conduire à une 
expression de MMPs par les fibroblastes plus élevée et un stress oxydatif. Ces changements 
ainsi que la réduction de la quantité de matrice extracellulaire dans les cornées jouent sans 
aucun doute un rôle majeur dans l’amincissement du stroma, caractéristique des cornées de 
KC. Ainsi, l'étude de Xiao-dan Hao et al. a montré que TUBA3D est un gène potentiellement 
impliqué dans la pathogenèse du KC (Hao et al. 2017) 
 
Le gène LOX (Lysyl oxydases). 
     Le groupe des Lysyl oxydases comprend quatre enzymes LOX-like (LOXL1-4) qui 
catalysent la formation de réticulations du collagène et de l'élastine dans le stroma cornéen. 
Bien que la pathogenèse du KC soit complexe et peu claire, une hypothèse actuelle repose 
sur des modifications de l'organisation et de la structure des fibrilles de collagène et de la 
matrice extracellulaire. 
     Selon la littérature, les quatre enzymes de type LOX sont présentes dans chaque couche 
cornéenne, ainsi que dans le limbe et la conjonctive. Une expression plus faible de LOXL2 a 
été trouvée en utilisant les techniques d’immunohistochimie et de Western blot dans des 
échantillons de KC (Dudakova et al. 2016). De plus, une méta-analyse évaluant l'association 
de variants génétiques avec le KC a démontré que deux variants de LOX (rs2956540 et 
rs10519694) peuvent affecter la sensibilité individuelle au KC. Cependant, les résultats sont 
restés peu concluants en raison de la grande hétérogénéité entre les populations (Zhang et 
al. 2015). Des études génétiques multi-ethniques et à une plus grande échelle sont 
nécessaires pour valider ces résultats. 
 
     En raison de l’hétérogénéité génétique suspectée du KC, les efforts d’identification de 
gènes mutés ont été jusqu’à présent concentrés sur quelques rares grandes familles ou des 
populations génétiquement restreintes (ex. agrégation familiale particulière).      
La découverte du(es) gène(s) du KC permettrait de grandes avancées diagnostiques et 
thérapeutiques : 
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• en précisant sa physiopathologie exacte, rebelle aux approches scientifiques habituelles 
(biochimie, biologies moléculaire et cellulaire) 
• en permettant d’affiner les critères diagnostiques pour le dépistage avant chirurgie 
réfractive  
•  en recentrant la thérapeutique sur la cause et non pas sur l’effet de l’affection. 
 
    4.2.2 Facteurs environnementaux 
     Outre les facteurs génétiques, beaucoup de facteurs environnementaux ont été 
documentés en tant que contributeurs à la pathogénie du KC. 
Parmi ces facteurs on peut citer : l'allergie oculaire ou générale (kératoconjonctivite 
printanière, maladie atopique) (Nemet et al. 2010), les microtraumatismes mécaniques (le 
port des lentilles de contact et les frottements oculaires (McMonnies 2009), l'amincissement 
cornéen (post chirurgie de LASIK). 
L'étude de la littérature médicale a mis en évidence des associations entre le KC et certaines 
pathologies générales.  
 
     Maladies génétiques. Le KC est plus fréquemment rencontré chez les personnes ayant 
une autre maladie génétique, telle que la trisomie 21, la maladie d’Ehlers-Danlos, le 
prolapsus de la valve mitrale ou autres. En effet, des études ont rapporté que 0,5 à 15%, 
(soit 10 à 300 fois la prévalence de la population générale) des sujets atteints du syndrome 
de Down souffrent de KC. Néanmoins, cette association se produit suite à des frottements 
oculaires dus à l'augmentation du taux de blépharite observée chez environ 46% des 
individus atteints du syndrome de Down. Il a également été constaté que 30 à 41% des 
sujets atteints d’amaurose congénitale de Leber, une maladie génétique rare, souffrent 
également de KC. 
 
     L’atopie. Aucun marqueur biomoléculaire spécifique du KC n’a jamais été identifié. Sur le 
plan clinique et environnemental, le KC est en revanche clairement associé à la présence 
d’un terrain atopique, et les épisodes de kératoconjonctivite chronique constituent un terrain 
favorable (Kennedy, Bourne, and Dyer 1986). Cette composante atopique est retrouvée 
dans presque 50% des cas chez les personnes kératocôniques et elle est présente dans 
seulement 10% des cas dans la population générale. A l’inverse, alors que la fréquence du 
KC est d’environ 0,05% dans la population générale, elle peut atteindre 15% des atopiques 
sévères. Dans tous ces cas associés, il est certain qu’il y a une anomalie du collagène ou 
des protéoglycanes à l’origine des signes cliniques et généraux. 
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     Les modifications hormonales. Comme on l'a vu précédemment, le KC débute à la 
puberté, ce qui fait penser à une association entre les changements hormonaux et 
l'apparition de la maladie. Pourtant, il est très compliqué d’attribuer un lien direct entre le KC 
et les facteurs généraux. 
     Le rôle des facteurs mécaniques dans l’apparition du KC est un sujet qui prend de plus en 
plus d’ampleur. En effet, D. Gatinel affirme que “les frottements oculaires chroniques et 
répétés sont la cause primitive, nécessaire et suffisante, c’est à dire la condition sine qua 
non pour le KC” et que seulement  l'arrêt des frottements peut stopper l'évolution de la 
maladie ou même son apparition (Gatinel 2016). De plus, tous les autres facteurs de risque 
(la sécheresse, l’irritation oculaire, la pollution, les particules irritantes ou les poussières) ne 
constituent que des facteurs qui induisent le frottement des yeux. 
     Même si la physiopathologie du KC est mal connue, il convient de conseiller de “ne pas 
se frotter” les yeux et de “limiter” toute inflammation de la sphère conjonctivo-palpébrale 
notamment. 
    4.2.3. Facteurs géographiques 
     Le KC affecte plus particulièrement certaines ethnies et est plus fréquemment observé 
dans certaines régions comme le pourtour méditerranéen, le sous-continent indien et 
certaines régions de l’Asie du Sud-Est (Yaron S Rabinowitz 1998). 
     On retrouve souvent une incidence et une prévalence beaucoup plus grande du KC chez 
les asiatiques comparées à la population caucasienne (Georgiou et al. 2004). L’équipe de 
Pearson et al. (Pearson et al. 2000) trouvent une prévalence du KC dans la population 
asiatique de 229 pour 100 000 alors qu’elle n’est que de 57 pour 100 000 chez les 
caucasiens. 
     Les études récentes, basées sur les critères topographiques de la cornée, retrouvent une 
prévalence de cette affection de 2.5% pour l’ethnie perse et de 7.9% pour l’ethnie non perse 
(Assiri et al. 2005) 
     Les régions géographiques très ensoleillées comme l’Inde (Jonas et al. 2009) et le 
Moyen-Orient ont une prévalence plus élevée par rapport aux endroits avec des climats plus 
froids et moins ensoleillés comme la Finlande (Ihalainen 1986), le Danemark, (Nielsen K, 
Hjortdal J, Aagaard Nohr E 2007) et la Russie. Une explication plausible à toutes ces 
variations est que le stress oxydatif, induit par la lumière ultraviolette, pourrait jouer un rôle 
important dans la physiopathologie du KC. 
 
   4.3 Physiopathologie 
     L’éthiopathogénie du KC est encore mal établie, mais paraît être la manifestation finale 
de divers processus pathologiques. Pourtant, il existe plusieurs mécanismes décrits comme 
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étant impliqués dans l’apparition et la progression de la maladie : des déséquilibres 
enzymatiques, l’inflammation, le stress oxydatif, l’autophagie et des modifications 
hormonales (Figure 46). 
     Bien que de nombreuses études aient été effectuées pour étudier les voies de la 
progression du KC ou signaler les changements histopathologiques dans les cornées 
atteintes par cette pathologie, certains de ces résultats sont contradictoires. Cela pourrait 
être dû à de nombreux facteurs. Le premier est l’inhomogénéité dans les différents types 
d’échantillons de la cornée utilisés dans les différentes études, tels que la cornée entière, 
l'épithélium isolé ou le stroma. Le deuxième facteur est l'utilisation de tissus ou de cellules 
d'origine versus des cellules cultivées, et le troisième facteur est la variation des plateformes 
expérimentales utilisées pour étudier l'expression des protéines sélectionnées. 
     Le KC est une déformation et un amincissement irréversible de la cornée qui survient 
quand le stress mécanique répété excède sa capacité de résistance biomécanique. 
 
 
Figure 46. Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement et 
la progression du KC. Plusieurs hypothèses sont proposées. 
1. Déséquilibre enzymatique 
     Il existe à l’heure actuelle de nombreuses théories qui suggèrent que l’amincissement 
cornéen se produit suite à la perte de composants structuraux de la cornée.  
La dégradation excessive du stroma cornéen observée dans le KC pourrait être le résultat 
d’une activité  protéolytique accrue (Fukuchi et al. 1994) ou d’une diminution des niveaux 
des inhibiteurs des protéases (Figure 47) (tels que  les α2-macroglobuline et α1-anti-
protéases) (Sawaguchi et al. 1994). Néanmoins, les nombreuses études sur ce sujet 
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donnent des résultats souvent contradictoires, si bien qu’il est difficile à ce jour d’avoir une 
idée précise de l’implication d’une enzyme dans le développement de la maladie. 
 
    Figure 47. Le déséquilibre entre les inhibiteurs de protéinases et la protéolyse 
pourrait jouer un rôle fondamental dans la physiopathogénie du KC. 
      Une activité protéolytique intense provoque une dénaturation du collagène qui peut 
accélérer la progression de la maladie. Balasubramanian et al. ont étudié l'importance de la 
protéolyse dans la progression du KC en comparant le taux total de protéines lacrymales, les 
protéases et les molécules inflammatoires chez les patients atteints de KC, les patients 
après « cross-linking » (traitement proposé pour arrêter la progression de la maladie) et les 
sujets normaux. L’étude a montré une augmentation des taux de gélatinases et de 
collagénases (1,9 fois plus élevés), ainsi que des taux élevés d’autres MMPs (MMP3 et 
MMP7), et de cytokines (IL-6 et de TNF-alpha) dans le KC (Sivaraman Arumugam 
Balasubramanian et al. 2013)(Desiree L.,2015). 
     Les MMPs sont un groupe d'enzymes protéolytiques capables de dégrader les principaux 
composants de la matrice extracellulaire conduisant à une diminution considérable du 
collagène dans le stroma. Les MMPs sont inhibées par l'inhibiteur tissulaire des 
métalloprotéinases (TIMP) (Verma and Hansch 2007). Ce complexe (MMP-TIMP) est 
responsable de l'intégrité du tissu conjonctif et d'une cicatrisation normale des plaies (Brew, 
Dinakarpandian, and Nagase 2000). En raison de ces propriétés, les MMPs ont souvent été 
considérées comme jouant un rôle central dans la pathogenèse de la progression du KC.   
Des  études (V. A. Smith et al. 2006) (Matthews et al. 2007) (Predović et al. 2008) ont 
montré l’existence de changements quantitatifs et qualitatifs des MMPs et de l’inhibiteur 
tissulaire de métalloprotéinases matricielles (TIMP1) dans chaque couche de la cornée du 
KC. L'activité accrue d'autres protéases telles que les cathepsines pourrait également 
contribuer à la détérioration structurelle vue dans le KC. Ces facteurs peuvent entraîner une 
altération de la biomécanique avec des cornées kératocôniques plus élastiques et moins 
rigides que celles des sujets normaux. 
     Plusieurs groupes de recherche ont rapporté une augmentation significative du niveau de 
la cathepsine B (M. Cristina Kenney et al. 2005)(Sivaraman A Balasubramanian et al. 2013), 
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une protéase lysosomiale capable de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire du 
film lacrymal de patients kératocôniques. De l'autre côté, il y avait des niveaux diminués de 
cystatine (un groupe d'inhibiteurs de protéase)(Sivaraman Arumugam Balasubramanian et 
al. 2013). Balasubramanian et al. ont complété l'étude précédente en supposant que le 
frottement des yeux modifie les niveaux des protéases et des cytokines. Un frottement 
oculaire réalisé pendant 60 secondes, ce qui est généralement réalisé par les patients 
atteints de KC, a entraîné une augmentation significative de la MMP-13 dans les larmes des 
sujets sains. Cette augmentation des protéases et des médiateurs inflammatoires contenus 
dans les larmes semble donc être exacerbée par le frottement oculaire persistant et 
important, ce qui peut contribuer à la progression de la maladie.  
 
LOX (Lysyl oxidase) 
     Récemment, LOX a été la cible de nombreuses études compte tenu de son potentiel 
d'applications en ophtalmologie. LOX est une amine oxydase qui confère des propriétés 
mécaniques au tissu conjonctif. Elle oxyde les résidus lysine et hydroxy-lysine présents dans 
le collagène et les lysines présentes dans l'élastine, afin de produire des groupements α-
aminoadipique-δ-semialdéhydes. Ceux-ci, très réactifs, peuvent spontanément se combiner  
avec les aldéhydes voisins ou les amines epsilon des lysines non modifiées, pour créer des 
liaisons covalentes et stabiliser les fibres de collagène et d'élastine de la matrice 
extracellulaire en les rendant insolubles  (Sethi, Wordinger, and Clark 2012). 
     Les polymorphismes du gène codant pour LOX sont en corrélation avec une probabilité 
accrue de développer un KC (Hasanian-Langroudi et al. 2015). 
     Dans 63% des cas de KC, la distribution de LOX s'est avérée nettement diminuée et son 
activité est plus de 2,5 fois inférieure à celle des contrôles (Dudakova et al. 2012). 
Pahuja et al. (Pahuja et al. 2016) ont étudié l’expression d'un ensemble de facteurs 
moléculaires locaux dans la zone du cône ectasique de la cornée afin de trouver une cause 
fonctionnelle de l'affaiblissement focal de la cornée caractéristique du KC. Les cellules 
épithéliales ont été prélevées chez des patients atteints de KC (n = 66) qui ont subi des 
procédures de traitement par « cross-linking » à partir de l'apex du cône et de la périphérie. 
Les patients ayant eu une chirurgie réfractive pour la myopie (n = 23) ont servi de témoins.  
     Le rapport entre l'expression des gènes dans le cône et celle à la périphérie de chaque 
œil a été analysé en qPCR et corrélé avec les données cliniques. L'épithélium du sommet du 
cône des patients atteints de KC présentait des taux élevés de facteurs inflammatoires tels 
que le facteur de nécrose tumorale α (TNF-alpha), l'IL-6 et la MMP-9, mais une LOX réduite. 
Cette étude fournit la première preuve qu'une altération de l'expression épithéliale et 
stromale cornéenne de gènes spécifiques, à l'apex du cône cornéen, entraîne une faiblesse 
structurelle focale chez les patients atteints de KC. 
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2. L’inflammation 
     Le KC a d'abord été décrit comme une maladie ectasique non inflammatoire, une théorie 
qui commence à être contredite par de nombreuses études qui ont apporté de solides 
preuves pour soutenir le rôle de l'inflammation dans la pathogenèse de la maladie. 
(Sivaraman A Balasubramanian, Pye, and Willcox 2013) (I Lema et al. 2009). Les études 
mentionnées ci-dessous mettront en évidence les conclusions les plus pertinentes. 
     En 2009, Lema et al. ont montré une augmentation du taux d'IL-6 et de TNF-alpha dans 
les yeux avec KC subclinique et avancé, alors que la MMP-9 n'était détectée que dans les 
larmes des patients présentant une maladie manifeste (I Lema et al. 2009). 
     De plus, Sorkhabi et al. ont démontré la présence marquée des cytokines pro-
inflammatoires dans le liquide lacrymal chez 42 sujets atteints de KC, telles que l'IL-6, l'IL-1 
bêta et l'interféron-gamma, et une diminution du taux d'IL-10 anti-inflammatoire (Sorkhabi et 
al. 2015). Par contre, peu d'études reflètent une corrélation entre les médiateurs 
inflammatoires dans le liquide lacrymal et la sévérité du KC (Figure 49). 
     ll a également été proposé que les kératocytes de patients atteints de KC expriment 
quatre fois plus de récepteurs à l'IL-1 que ceux des sujets sains (Bureau et al. 1993). L'IL-1 a 
été postulée comme étant le modulateur de la prolifération, différenciation et mort des 
kératocytes.  Il a été suggéré que la perte de kératocytes des zones stromales antérieures 
pourrait survenir en raison d'un excès de mort cellulaire apoptotique entraînant un 
amincissement stromal. 
     En outre, le TNF-alpha et l'IL-6 peuvent également être retrouvés dans les 
kératoconjonctivites atopiques et vernales, ce qui suggère que le KC pourrait être associé à 
des allergies et à une augmentation du taux d'IgE sériques (Sivaraman A Balasubramanian, 
Pye, and Willcox 2013). 
     Étant un tissu avasculaire, la cornée normale est supposée immunologiquement 
privilégiée et dépourvue de cellules présentatrices d'antigènes. Cependant des cellules 
dendritiques, équivalentes aux cellules de Langerhans présentatrices de l'antigène dans 
l'épiderme, ont été identifiées dans l’épithélium cornéen par des analyses en histochimie, 
immunofluorescence, microscopie confocale et microscopie électronique (Zhivov et al. 
2005). 
     Des études récentes ont signalé une augmentation de la densité cellulaire des cellules de  
Langerhans dans l'épithélium cornéen dans diverses affections de la surface oculaire, y 
compris la sécheresse oculaire, l'usure des lentilles de contact, et la kératite infectieuse 
(Zhivov et al. 2005). 
     Les cellules de Langerhans jouent un rôle important dans la réponse inflammatoire de la 
surface oculaire par rapport à la présentation de l’antigène. Dans la cornée normale, les 
cellules de Langerhans ont généralement été observées au niveau du plexus nerveux sous-
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basal. Selon la morphologie, les cellules de Langerhans peuvent être classées en 3 
catégories : corps cellulaires sans dendrites, des cellules avec des dendrites courtes et des 
cellules avec de longues dendrites (Figure 48). 
 
Figure 48. Classification de la morphologie des cellules de Langerhans. 
D’après (Mandathara et al. 2018) 
     
       
     Les cellules sans dendrites sont considérées comme immatures et se caractérisent par 
une grande capacité de capture et traitement de l'antigène, mais avec un faible taux de 
stimulation des cellules T lymphatiques (Hamrah et al. 2003). 
A la maturation, les cellules produisent des processus dendritiques, ont une mauvaise 
capacité de capture de l'antigène mais sont de puissants stimulateurs des lymphocytes T 
(Mellman and Steinman 2001). 
     Les cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-1 et le TNF-alpha dans le 
microenvironnement sont connues pour favoriser la maturation de cellules de Langerhans. 
Les cellules de Langerhans de morphologie mature sont fréquemment observées dans la 
cornée périphérique tandis que les cellules immatures sont dans la cornée centrale et 
périphérique (Zhivov et al. 2005). 
 
 
 
 
 
 
 (A) grade 1 - cellules sans dendrites, (B) grade 2 - cellules avec de courtes dendrites, (C) grade 3 - 
cellules avec de longues dendrites. 
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 Figure 49. Localisation des médiateurs immunitaires solubles dans le liquide 
lacrymal, le tissu cornéen et l'humeur aqueuse des patients atteints de KC. 
(Voir détails dans le texte). D’après (Wisse 2016)  
 
     Il existe un cercle vicieux entre les cytokines pro-inflammatoires, les enzymes 
protéolytiques et les inhibiteurs responsables des modifications micro-environnementales du 
KC. Ce déséquilibre déclenche la signalisation de voies inflammatoires dans la cornée 
induisant des anomalies structurales conduisant à la progression de la maladie (Ionescu et 
al. 2016). 
 
3. Le stress oxydatif 
     Le stress oxydatif induit une augmentation des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
responsables de dommages aux composants cellulaires, et un déséquilibre des marqueurs 
de l'autophagie. Les rayons UV représentent une source importante du stress oxydatif dans 
la cornée (Wenk, Brenneisen, and Meewes 2004). 
Un tel stress oxydatif a été observé dans le KC (Buddi et al. 2002). Il provoque une 
diminution des niveaux d’expression des marqueurs antioxydants au niveau cellulaire, ce qui 
entraîne la dégradation de la matrice extracellulaire et l'amincissement ultérieur du stroma 
cornéen (Arnal et al. 2011). En outre, dans les cornées kératocôniques il y a une diminution 
du niveau de l'aldéhyde déshydrogénase 3 et du superoxyde dismutase, des enzymes 
importantes pour la détoxification des espèces réactives de l'oxygène.  
     Dans le KC, les principaux facteurs liés à l'augmentation des ROS sont les rayons UV, 
l’atopie et les micrro-traumatismes mécaniques ; ces derniers pourraient survenir suite à des 
frottements chroniques des yeux et à l'usure des lentilles de contact. Parmi les conduites à 
tenir pour réduire les dommages oxydatifs et potentiellement prévenir le développement 
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kératocônique on peut citer : (1) l'utilisation de filtres aux ultraviolets ; (2) l'amélioration du 
confort oculaire avec l'utilisation de médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens ; (3) 
l'utilisation de larmes artificielles sans conservateur et des médicaments contre les allergies ; 
(4) l’ajustement des lentilles de contact pour minimiser les microtraumatismes de la cornée. 
  
4. L’autophagie 
     Une expression différente des marqueurs d’autophagie a été observée dans la région 
centrale de l’épithélium cornéen kératocônique par rapport à la périphérie du même 
échantillon (R. Shetty et al. 2017). 
     L'autophagie est un mécanisme cellulaire qui consiste en la dégradation partielle 
du cytoplasme de la cellule en utilisant ses propres lysosomes. Elle intervient à différents 
niveaux, que ce soit dans la réparation d'éléments cellulaires, dans la nutrition de la cellule 
en cas de jeûne, dans la réponse immunitaire ou dans la mort cellulaire, et regroupe 
plusieurs mécanismes. C'est un mécanisme de protection contre les infections, le cancer, la 
neurodégénérescence et le vieillissement (Levine and Kroemer 2008). A l’homéostasie 
cellulaire, l'autophagie se produit à un niveau basal et est activée ou régulée pendant les 
dommages oxydatifs.  
     Le mécanisme de l'autophagie implique l'initiation d'un autophagosome, qui est appelé 
« l’inducteur ». Cela commence par la formation du phagophore qui se prépare à engloutir le 
matériau qui doit être dégradé. La fusion de l'autophagosome avec des lysosomes contenant 
l’hydrolase pour former des autolysosomes est appelé le flux autophagique (Klionsky et al. 
2012). Ces étapes sont régulées par des systèmes de conjugaison de protéines analogues à 
l'ubiquitine et aux protéines liées à l’autophagie (ATG). Un échec de l'induction de 
l'autophagie ou du flux d'autophagie (dynamique) dû au stress oxydatif peut perturber la 
réponse adaptative et conduire à la mort cellulaire induite par l'autophagie. 
     Pour explorer le rôle éventuel de l'autophagie dans le KC, Shetty et al. (R. Shetty et al. 
2017) ont étudié les niveaux d'expression des marqueurs de la voie autophagique 
lysosomale dans l’épithélium de la cornée de 78 patients (stade I-III selon la classification 
d’Amsler-Krumeich). Leurs découvertes suggèrent qu'une régulation autophagique 
défectueuse peut entraîner des conséquences préjudiciables pour l’épithélium cornéen suite 
à des dommages oxydatifs, ce qui pourrait être un mécanisme dans la pathogenèse du KC. 
     La comparaison du cône et de la zone périphérique de l'épithélium de KC de stade III n'a 
révélé aucune différence dans le profil d'expression de l'ARNm des gènes impliqués dans la 
formation et la maturation de l’autolysosome (LC3A, RAB7, LAMP1). Par rapport à des 
contrôles, l'épithélium cornéen de différents grades cliniques de patients atteints de KC a 
montré une diminution des taux des protéines LC3AI et LAMP1(R. Shetty et al. 2017) dans 
les régions coniques et périphériques (Figure 50). 
95 
 
 
Figure 50. Analyse de l'expression en ARNm des gènes liés à la voie autophagique 
dans l'épithélium cornéen entier (à gauche) et dans la région du cône et de la 
périphérie (à droite) des patients atteints de KC. 
Les résultats de qPCR ont été normalisés avec la β-actine.La signification statistique a été notée (* p 
<0,05, *** p <0,001, comparé aux niveaux d'expression de l'ARNm dans l'épithélium contrôle). D’après 
(R. Shetty et al. 2017)  
 
     Cela pourrait traduire une activité autophagique insuffisante dans le cône par rapport à la 
région périphérique durant  la progression de la maladie. 
     Une étude antérieure a rapporté les profils d'expression différentielle de LC3 et de 
Secreted Frizzled Related Protein 1 (SFRP1) dans l'épithélium de KC suggérant une liaison 
entre la voie de signalisation Wnt et l’autophagie (Iqbal et al. 2013).  
     Il a été rapporté que le stress oxydatif pourrait être impliqué dans les dommages des 
membranes lysosomales provoquant la libération d’enzymes protéolytiques et le 
déclenchement de l'amincissement de la cornée (M. Cristina Kenney et al. 2005). 
Certains auteurs suggèrent que la modulation de l'autophagie pourrait être une cible 
thérapeutique potentielle pour le KC. Les inducteurs de l'autophagie (tréhalose) maintiennent 
l'intégrité cellulaire et réduisent  l'activité des MMPs dans l’épithélium cornéen exposé au 
rayonnement UV-B (Čejková et al. 2010). 
 
5. Lactoferrine / Transferrine.  
     L’anneau de Fleischer, le dépôt de fer à la base du cône de la cornée, est un signe 
clinique commun de KC (Iwamoto and Devoe 1976). Physiologiquement, les  cornées saines 
ont besoin de fer pour l'achèvement du cycle de l'acide citrique et la production d'ATP, et le 
fer est également un composant essentiel de l'enzyme ribonucleotide réductase impliquée 
dans la synthèse de l'ADN (He et al. 2007). Étant donné que le fer est nécessaire dans de 
nombreuses fonctions cornéennes, les dérèglements de l'homéostasie du fer et 
l'augmentation de son niveau peuvent conduire à certaines maladies cornéennes. Le fer est 
porté par deux glycoprotéines, la lactoferrine et la transferrine. Ces glycoprotéines se 
trouvent dans de nombreux fluides muqueux, y compris les larmes (Loh, Hadziahmetovic, 
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and Dunaief 2009). En se liant au fer, la lactoferrine aide à réguler le niveau de fer, à 
prévenir les dommages oxydatifs et à renforcer les défenses antibactériennes de la cornée. 
La  diminution de l'expression de la lactoferrine a été rapportée dans les cellules épithéliales 
cornéennes de patients atteints du KC (Chaerkady et al. 2013). Plusieurs études ont 
également signalé une diminution de l’expression de la lactoferrine dans les larmes 
collectées chez les patients (Sivaraman Arumugam Balasubramanian et al. 2012) (Isabel 
Lema et al. 2010). La transferrine s'est avérée être aussi exprimée à des niveaux inférieurs 
dans le stroma cornéen (Roy Joseph, Srivastava, and Pfister 2012). Toutes ces données 
indiquent que l'expression réduite des protéines de liaison du fer peut contribuer à la 
déposition de fer dans la cornée des patients atteints de KC. 
 
6. Les modifications hormonales 
     Le développement du KC a été corrélé avec les changements hormonaux qui se 
produisent pendant la puberté, la grossesse ou à la ménopause (Bilgihan et al. 
2011)(Hoogewoud, Gatzioufas, and Hafezi 2013). Cependant, des informations cliniques 
liées aux hormones sexuelles chez les patients sont souvent limitées, ce qui constitue un 
obstacle important pour l’étude. En 2010, Fink et al. ont étudié les effets du genre et le statut 
hormonal sur la sévérité et la progression du KC sur une période de trois ans (Fink et al. 
2010). Cette étude a regroupé les femmes en groupes hormone-active et hormone-inactive 
pendant la transition ménopausique mais n'a pas réussi à identifier une différence 
significative dans la progression de la maladie entre ces groupes. 
Inversement, il y a eu d'autres cas signalés pour lesquels la grossesse a induit l’aggravation 
du KC indiquée par une diminution de l’acuité visuelle corrigée de loin et des fluctuations 
réversibles des topographies cornéennes (Hoogewoud, Gatzioufas, and Hafezi 2013). Ce qui 
est important à noter c’est que tous ces changements sont revenus au niveau normal une 
fois la période de lactation postpartum terminée (Pizzarello 2003). 
     Il est plausible que les œstrogènes puissent être responsables de l'affaiblissement de la 
cornée par la stimulation des MMPs et la libération de prostaglandines, ce qui provoque 
l'activation des collagénases, la perturbation des réseaux de collagène et une réduction de la 
rigidité cornéenne (E. Spoerl et al. 2007). Récemment, une étude a signalé une progression 
du KC dans les yeux de 3 femmes après une fécondation in vitro, ce qui augmente les 
niveaux d'oestrogène (Yuksel et al. 2016). De même, une étude récente a identifié une 
élévation significative du niveaux salivaire de sulfate de déshydroépiandrostérone (DHEA-S, 
précurseur commun aux autres androgènes) et une diminution du taux d'œstrone (un 
œstrogène naturel) chez les  patients, indépendemment du sexe (McKay et al. 2016). La 
DHEA-S augmente probablement l'expression de cytokines spécifiques (IL-16 ) en bloquant 
l’activité des glucocorticoïdes endogènes. Cependant, aucune corrélation n'a été observée 
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entre l'augmentation du taux de DHEA-S salivaire et l’aggravation de la maladie. L’hormone 
progestérone inhibe en revanche les prostaglandines. Il est donc possible que la stabilisation 
de la biomécanique cornéenne pendant la dernière moitié d'une grossesse normale soit due 
à l'action de cette hormone (Koob et al. 1980) 
     Comme il y a une corrélation entre les changements dans la physiologie de la cornée et 
des taux élevés d’œstrogènes, le KC pourrait être déclenché par des niveaux élevés 
d'œstrogène couplés à une prédisposition génétique responsable d’une faiblesse de la 
cornée. 
     De plus, certaines études ont corrélé la progression du KC avec 
des taux élevés dans les larmes de l’hormone thyroxine, indépendamment de son taux 
sérique. 
 
4.4. Analyse histologique de la cornée kératocônique 
     Des anomalies ont été retrouvées dans toutes les couches de la cornée kératocônique. 
L'analyse histopathologique des cornées kératocôniques montre un amincissement de 
l'épithélium et du stroma dans la région apicale du cône, des ruptures de la couche de 
Bowman, des fibroses focales, et une apoptose des kératocytes stromaux antérieurs 
(Sykakis et al. 2012). 
     En utilisant la tomographie en cohérence optique in vivo, Sandali et al. ont proposé un 
système de classification pour caractériser la progression du KC (Sandali et al. 2013). Les 
patients de stade 1 ont un épithélium cornéen plus fin et le stroma au niveau du cône 
inchangé. Au stade 2, des anomalies dans la couche de Bowman sont remarquées avec un 
épaississement épithélial et un stroma opaque. Au stade 3, il y a une augmentation de 
l’épaississement épithélial et un amincissement du stroma avec perturbations dans la 
couche de Bowman. Le stade 4 montre des cicatrices pan-stromales et enfin, le stade 5 est 
considéré comme la forme aiguë du KC (hydrops) avec la rupture de la membrane de 
Descemet et des cicatrices cornéennes. Brautaset et al. ont proposé que le KC est un 
désordre d'amincissement pan-cornéen basé sur l'amincissement de la cornée dans la 
région ectasique périphérique et centrale (Brautaset et al. 2013). Des études en microscopie 
confocale in vivo (Efron and Hollingsworth 2008)(Ghosh et al. 2017) ont permis d’analyser 
l’ensemble des modifications dues au kératocône dans toutes les couches de la cornée.  
 
     La couche épithéliale est souvent amincie dans la région de l’apex du cône. Dans les 
stades avancées de la maladie, les cellules épithéliales superficielles sont plus allongées, 
irrégulières et prennent un aspect fusiforme (Figure 51) (Efron and Hollingsworth 2008). Ces 
modifications ont été rapportées par d’autres équipes de recherche (Somodi et al. 
1996)(Uçakhan et al. 2006) qui ont trouvé des cellules superficielles allongées disposées en 
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tourbillon chez 18% des patients atteints de KC sévère. De plus, tous ces changements 
morphologiques sont en corrélation directe avec la sévérité de la maladie. 
 
 
Figure 51. Images en microscopie confocale du la couche des cellules superficielles 
de la cornée du KC.  
A. Cellules superficielles irrégulières et hyper-réflectives situées au niveau apical du cône  
B. Image en microscopie optique de l’apex du cône d’un patient atteint d’un KC sévère     
(grossissement X40). D’après (Efron and Hollingsworth 2008)  
      
     La couche des cellules intermédiaires de l’épithélium cornéen du KC semblerait être 
normale  dans seulement 8% des yeux (Hollingsworth et al. 2001), tous présentant un KC 
modéré. Chez les patients avec un KC sévère, la couche des cellules intermédiaires 
présente de gros noyaux irrégulièrement espacés (Figure 52) et leur diamètre (9,2 ± 1,0 µm) 
est significativement supérieur (p <0,0001) à celui de la population normale (6,4 ± 0,8 µm). 
 
Figure 52. Image en microscopie confocale des cellules intermédiaires de l’épithélium 
cornéen kératocônique (A) et normal (B). 
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On note la présence de noyaux hyper-réflectifs et de plus grande taille dans les cellules ailées du 
kératocône. D’après (Efron and Hollingsworth 2008). 
 
     Les images en microscopie confocale de la couche des cellules basales de l’épithélium 
cornéen du KC ont révélé une variabilité considérable d’un patient à l’autre. Une apparence 
normale de bordures de cellules avec un agencement régulier des cellules a été retrouvée 
dans 8% des yeux, qui ont tous été classés comme présentant un KC débutant ou modéré 
(Hollingsworth et al. 2001). La constatation la plus fréquente était l’aspect flou des cellules. 
Dans 12% des yeux, la couche des cellules basales avait un aspect irrégulier, avec de 
grandes cellules et des limites de cellules très pâles (Figure 53). La plupart de ces yeux ont 
été classés comme présentant un KC sévère. 
 
 
Figure 53. Image en microscopie confocale de la couche basale de l’épithélium 
cornéen kératocônique (A) et normal (B). 
(Efron and Hollingsworth 2008) 
 
       Le diamètre moyen des cellules épithéliales basales chez les patients kératocôniques 
(11,4 ± 1,2 µm) était significativement supérieur (p <0,05) à celui des sujets témoins (10,4 ± 
0,9 µm). Cela concorde avec les conclusions de Weed et al. (Weed et al. 2007) qui ont 
constaté que la densité cellulaire basale dans les KC modérés (4 592 ± 414 cellules / mm2) 
et les KC sévères (4 530 ± 596 cellules / mm2) était inférieure à celle des sujets sains.  
    Il existe aussi des variations de l'épaisseur épithéliale à travers la cornée du KC. 
L'épithélium est plus mince dans la région centrale et plus épais vers la cornée périphérique 
(Figure 54). Des variations similaires ont également été observées en microscopie optique 
(Scroggs and Proia 1992), en microscopie électronique à transmission (Aktekin et al. 1998) 
et à balayage (Jongebloed and Worst 1987). 
         De plus, dans les cornées normales, la fibronectine, la laminine et le collagène de type 
IV sont retrouvés au niveau de la lame basale, formant une couche continue sans rupture ni 
discontinuité (Greene, Kuo, and Sherwin 2017). La fibronectine favorise l’adhérence 
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cellulaire et est impliquée dans l’organisation de la matrice extracellulaire. La laminine 
représente le constituant majeur de la lame basale. Des changements patents dans ces 
composants de la lame basale ont été observés dans les cornées kératocôniques. Il s’agit de 
la localisation différente de la laminine et du collagène de type IV situés non pas au niveau 
de la lame basale mais au niveau du stroma antérieur, ainsi que de l’absence de fibronectine 
dans cette région. Ces résultats suggèrent un rôle fondamental de la membrane basale dans 
l'initiation et la progression du KC (Greene, Kuo, and Sherwin 2017). 
     D’autres études montrent que des fragments de laminine et de fibronectine stimulent la 
production de la MMP9 et du TNF(Adair-Kirk et al. 2003) (Beezhold and Personius 1992), ce 
qui renforce l’idée du rôle d’un déséquilibre enzymatique dans la pathogénie du KC (Voir 4.3) 
 
     La couche de Bowman (Figure 54) est également affectée par la maladie, avec parfois 
un contact direct du stroma cornéen et de la couche épithéliale. Des cellules ont été 
observées dans cette structure normalement acellulaire (T. Sherwin et al. 2002). D'autres 
études ont montré des ruptures dans la couche de Bowman (Sykakis et al. 2012) (Scroggs 
and Proia 1992), avec une invasion des enzymes protéolytiques conduisant à un 
amincissement focal de la cornée. 
     Dans certains cas, l’examen histologique d’une cornée qui présente un KC sévère a 
montré un dédoublement de la couche de Bowman dans la région de l’apex du cône (Figure 
54 A). L'aspect bicouche est présenté dans la Figure 54 B ou on observe des noyaux de 
kératocytes à droite du champ et une région amorphe à gauche. L’aspect normal de la 
couche de Bowman est illustré dans la Figure 54C. De même, la couche de Bowman 
apparait comme un champ hyper‐réfléchissant (Figure 54D) dans la région du cône. 
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Figure 54. Image en microscopie optique et confocale de la région apicale de la cornée 
kératocônique 
(Objectif X10). A. Le cercle en pointillé indique la région cicatricielle du cône. Les flèches indiquent le 
tracé de la couche de Bowman, qui apparaît sous la forme d’une couche unique à l’extrême droite du 
champ, puis se sépare en une bicouche. Les images au microscope confocal (rangée du bas) 
indiquent diverses apparences de la couche de Bowman : 
B. «Champ divisé» par la couche de Bowman 
C. Apparence normale chez un sujet témoin 
D. Hyper‐réflectivité dans la région apicale du cône 
A noter également les zones d’hyper-prolifération épithéliale dans la périphérie du cône et 
d’amincissement au niveau de l’apex cornéen. D’après (Efron and Hollingsworth 2008) 
 
     Le KC a été considéré pendant longtemps comme une maladie du stroma cornéen, la 
plupart des études montrant des modifications de cette couche. 
    En effet, l'épaisseur des lamelles de collagène dans le KC est inchangée, mais leur 
nombre semble être significativement réduit par rapport au tissu normal (Trevor Sherwin and 
Brookes 2004), l'orientation des fibrilles de collagène dans les lamelles étant également 
altérée (Mathew et al. 2015). Il est probable que ces changements reflètent les résultats d’un  
processus de dégradation ou ceux de mécanismes de réparation insuffisants (Morishige et 
al. 2007). Des études en microscopie électronique à balayage (Somodi et al. 1996) ont 
révélé des changements dans la morphologie des kératocytes dans les cornées 
kératocôniques.  Leur densité est  inférieure de 12%, en particulier celle des kératocytes 
postérieurs (Erie et al. 2002); et cette perte en kératocytes pourrait être due à l’apoptose. 
Quelques  études (W. J. Kim et al. 1999) ont confirmé cette hypothèse en mettant en 
évidence un processus apoptotique dans 60% des cornées kératocôniques.  
      Plus récemment, il a été montré que la masse fibrillaire du collagène est inégalement 
répartie dans une cornée kératocônique, ce qui conduit à un amincissement de la cornée 
centrale et aux changements associés de la courbure cornéenne du KC. Le diamètre des 
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fibres de collagène est altéré avec une diminution de l’espace inter-fibrillaire. La proportion 
des différents constituants de la matrice extracellulaire semble également modifiée. 
     Mon équipe a montré que  le gène ACTB codant pour la β-actine est sous exprimé dans 
le KC (Macé et al. 2011), ce qui suggère une déstabilisation du cytosquelette, et un 
affaiblissement du stroma (Roy Joseph, Srivastava, and Pfister 2012). 
     La membrane de Descemet n’est souvent pas affectée, sauf dans les cas de rupture, 
tout comme la couche des cellules endothéliales (Weed, MacEwen, and McGhee 2007).  
Cependant, un pléomorphisme (du grec pléôn : plus abondant, et morphê : forme) et une 
élongation des cellules endothéliales ont été rapportés (Meek et al. 2005), ainsi que leur 
dégénérescence (Sturbaum and Peiffer 1993)(El-Agha et al. 2014)(Mocan et al. 2008). A 
l'inverse, certaines études ont rapporté une légère augmentation de la densité cellulaire 
endothéliale dans le KC (Isabel Lema and Durán 2005). De plus, le traitement clinique 
soutient le manque d'implication de l'endothélium dans la pathogenèse du KC.  
     L’endothélium cornéen dans le cas du kératocône est présenté sous forme d’une 
monocouche de cellules plus allongées, pourtant des différences significatives entre les 
cellules endothéliales du KC et du sujet sain n’ont pas été observées. 
  L’analyse des couches cornéennes dans le KC avancé avec différents types de 
microscopie, est résumée dans le Tableau 4. 
     En conclusion, on peut dire qu’à ce jour, la physiopathologie du KC reste mystérieuse. 
Les analyses globales commencent à faire ressortir les grandes voies de signalisation 
affectées, mais il y a encore beaucoup d’efforts à fournir pour comprendre le développement 
de cette maladie. 
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4.5 Classification du kératocône 
     Plusieurs classifications faisant intervenir différents paramètres morphologiques du KC 
sont disponibles. Il n’existe cependant pas de consensus international.  
     A l’issue de l’examen clinique, le KC peut être classé en 4 stades selon la classification 
d'AMSLER (Figure 55) : 
● KC du premier degré caractérisé par un astigmatisme oblique avec une asymétrie 
perceptible au kératomètre de Javal, 
● KC du second degré : l'astigmatisme est plus marqué, l'asymétrie est plus manifeste 
et au biomicroscope, on note l'amincissement de la cornée qui reste transparente, 
● KC du troisième degré : toute mesure au Javal, même approximative, est 
impossible et l'amincissement cornéen est marqué, 
● KC du quatrième degré : il comporte en plus des signes précédents la présence 
d'opacités cornéennes linéaires. 
 
 
Figure 55. Classification du KC d’après Amsler- Krumeich 
Il existe aussi la classification clinique de Krumeich (Figure 55) 
=> stade 1 : 
myopie et/ou astigmatisme <5 Dioptries ; Puissance cornéenne < 48 Dioptries ; Stries de 
Vogt 
=> stade 2 :  
Myopie et/ou astigmatisme >5 <8 ; Puissance cornéenne <53 dioptries ; Pachymétrie >400 
µm 
=> stade 3 : 
Myopie et/ou astigmatisme >8 <10 ; Puissance cornéenne >53 dioptries ; Pachymétrie >200 
µm 
=> stade 4 : 
Réfraction non mesurable ; Puissance cornéenne >55 dioptries ; Opacité cornéenne ; 
Pachymétrie <200 µm ; 
 
105 
 
       La classification de BELIN ABCD (Figure 56) qui tient compte des données de la face 
postérieure de la cornée. Cette classification a pour avantage d’être intégrée directement 
dans la plateforme Pentacam. Celle-ci inclut des données tomographiques telles que le 
rayon de courbure antérieur et postérieur des 3 mm autour du point le plus fin, la 
pachymétrie (épaisseur de la cornée) minimale, mais également l’acuité visuelle mesurée. 
Elle permet ainsi de manière automatisée de documenter les modifications significatives et 
d’évaluer l’efficacité d’un traitement tel que le « cross-linking ». 
 
Figure 56. La classification Belin ABCD du KC. 
Les critères ABCD comprennent : A (Rayon de courbure antérieur), B (rayon de courbure postérieur), 
C (pachymétrie), D (meilleure acuité visuelle corrigée) 
 
    Grâce aux développements des méthodes numériques de détection du KC, et notamment 
à partir des données spéculaires, d’autres classifications sont apparues. 
Rabinowitz et MacDonnell  (Figure 57) ont été les premiers à caractériser ces critères (Y S 
Rabinowitz and McDonnell 1989). 
 
Figure 57. Différents aspects topographiques à partir de cartes axiales en échelle 
absolue.   
D’après (Matalia and Swarup 2013) 
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D’autres indices vidéotopographiques (Figure 58, 59): 
 
Figure 58. Indices en topographie spéculaire permettant de distinguer les KC infra-
cliniques des KC avérés. 
(D’après Gatinel, 2011) 
 
On considère un KC avéré si : _ la puissance centrale de la cornée est supérieure à 47 D ;_il existe 
une différence de plus de 1D entre l'œil droit et l'œil gauche ;_des différences entre les zones 
supérieures et inférieures de la région paracentrale de la cornée représentent plus de 3D. 
         
  Figure 59. Indices en topographie d’élévation sur la carte pachymétrique des cas 
suspects de KC. D’après (Schmitt, Simonpoli, and Colin 2007) 
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Le diagnostic évolutif du KC est posé grâce à la comparaison des résultats entre deux 
visites : 
 une augmentation de la sphère et de l'astigmatisme lors de la réfraction ; 
 une perte de la meilleure acuité visuelle corrigée ; 
 une différence observée à la topographie cornéenne de plus de 1 dioptrie du Kmax à 
6 mois d'intervalle. 
     Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments dont l'augmentation du Kmax. En cas 
de diagnostic évolutif le patient sera orienté vers un traitement stabilisateur, le « cross-
linking cornéen » (Jurkiewicz and Marty 2017). Comme on l’a vue précédemment, le KC 
affecte les deux yeux, mais souvent, à des stades évolutifs différents entre les yeux. 
On distingue 2 formes clinique et infraclinique du KC. Les formes cliniques sont celles qui 
sont détectables à l’examen biomicroscopique et l'acuité visuelle corrigée ne peut pas être 
corrigée par des lunettes à cause d’un astigmatisme irrégulier important. 
     Les formes précliniques précoces sont généralement appelées « subcliniques » ou '' 
forme fruste '' du KC. Le KC fruste est une forme très précoce de KC infraclinique, c’est l’œil 
qui ne présente pas de signes cliniques chez un sujet avec un KC cliniquement manifeste 
dans l'autre œil. 
 
 
4.6 Manifestations cliniques 
     Les symptômes qui exigent une consultation ophtalmologique sont non spécifiques. On 
retrouve souvent une baisse d'acuité visuelle non complètement corrigeable par les verres 
de lunettes, ni, souvent, par des lentilles de contact à géométrie simple. L’examen 
biomicroscopique en fente fine à 30° va rechercher 3 signes caractéristiques présents à des 
degrés très variables selon le stade de la maladie : un astigmatisme irrégulier, un 
amincissement cornéen avec une cornée en forme de cône et des opacités cornéennes au 
sommet du cône.  
    Quand la déformation liée à la maladie atteint un stade très évolué, elle est visible à 
l’examen direct ; le signe de Munson (Figure 60) qui correspond à une déformation 
caractéristique du rebord palpébral dans le regard vers le bas. 
 
    Figure 60. Signe de Munson.  
La cornée déforme en « V » la paupière inférieure. 
D’après www.gatinel.com 
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 Les opacités cornéennes peuvent être superficielles, réticulaires. Elles se situent dans le 
stroma antérieur au sommet du cône et correspondent à des ruptures de la couche de 
Bowman remplacée par du tissu conjonctif. Les opacités profondes représentent des 
ruptures ou compressions de la membrane de Descemet et sont présentes dans les KCs 
évolués. Ce sont de fines lignes de contrainte, le plus souvent verticales qui sont visibles 
dans le stroma profond (Stries de Vogt) (Figure 61). 
 
Figure 61. Les stries de Vogt. 
Les stries de Vogt correspondent à de fines striations en rapport avec des plis anormaux de la cornée. 
D’après https://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/atlas/pages/vogts-striae.htm 
     Dans des formes plus sévères on peut retrouver un anneau brun situé à la base du cône : 
c’est l’anneau de Fleischer (Figure 62), qui correspond à un dépôt épithélial cornéen de la 
ferritine provenant des larmes. 
 
Figure 62. L’anneau de Fleischer dans le KC.   
C'est un dépôt de ferritine (1) sous forme d'un halo jaune-brun visible à la limite de la zone déformée 
et non déformée de la cornée. D’après 
www.ophthalmology.wordpress.com/2009/01/07/cornea/fleischer-ring/ 
On peut citer aussi la visibilité des nerfs cornéens mais ce n’est pas un signe spécifique du 
KC. 
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4.7 Méthodes d’exploration 
    Pour le KC avéré, la recherche de signes cliniques spécifiques et donc un examen 
biomicroscopique est souvent suffisant pour établir le diagnostic. Le problème se pose 
surtout pour les formes frustes et infracliniques où des méthodes d’examen supplémentaires 
sont indispensables.  
Le diagnostic objectif du KC est toujours confirmé par la réalisation de la vidéotopographie 
cornéenne. 
La topographie spéculaire 
     La topographie spéculaire (Figure 63) est un examen essentiel à la détection et au suivi 
du KC. Elle permet d’analyser les rayons de courbure en différents points de la surface 
antérieure de la cornée, en cumulant les données fournies par un disque Placido. Ces 
données sont transformées en cartes colorées, puis analysées selon des échelles bien 
établies.  
 
Figure 63. Images obtenues en topographie spéculaire en utilisant le disque de 
Placido et leur transcription sur des cartes colorées. 
1. Disque de Placido. 2. Image d’une cornée normale. 3. Image d’une cornée kératocônique 4. Image 
du disque Placido réfléchi sur la cornée (images de Purkinje) dans un cas de KC avec calcul en 
chaque point des mires, du rayon de courbure cornéenne. 5. Transcription en carte colorée par 
attribution d’une couleur à chaque pas de rayons de courbure mesurés. D’après(Ortiz-Toquero et al. 
2016) 
 
La topographie d’élévation 
Cet examen caractérise le relief de la cornée. L’élévation est mesurée par triangulation par 
rapport à une surface de référence, la hauteur par rapport à cette surface étant calculée en 
µm. L’acquisition se fait soit par un système de balayage en fente lumineuse (Orbscan) 
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(Figure 64) soit par une caméra rotative Scheimpflug (Pentacam) L’avantage de cette 
technique par rapport à la précédente (topographie spéculaire) est qu’elle permet l’étude de 
la face postérieure de la cornée, permettant ainsi la détection précoce des formes 
infracliniques de KC. 
 
 
Figure 64. Exemple d’une topographie d’élévation d’une cornée normale (1) et d’un KC 
(2).   
L’échelle correspond à la distribution de l’épaisseur en microns. Les chiffres présentés sur les cartes 
correspondent à des épaisseurs moyennes locales (carte pachymétrique). Échelle colorimétrique 
pour l’élévation (3). L’unité habituelle est le micron. Chaque couleur correspond à un pas, le plus 
souvent égal à 5 microns par défaut. Les couleurs chaudes (jaune, orange, rouge, violet) représentent 
ce qui est bombé, au-dessus de la surface de référence. Les couleurs froides (bleu ciel jusqu’au vert) 
représentent ce qui est plat, au-dessous de la surface de référence. Le vert est utilisé pour définir les 
valeurs moyennes. 
          
     L’acquisition conjointe des données relatives à la face antérieure et à la face postérieure 
permet alors de réaliser une carte d’épaisseur en tout point de mesure : carte de 
pachymétrie cornéenne (Schlegel, Hoang-Xuan, and Gatinel 2008). On parle dans ce cas de 
tomographie cornéenne. 
 
Imagerie par tomographie par cohérence optique (OCT) 
     Outre la possibilité de réaliser une tomographie cornéenne, il existe des moyens qui vont 
permettre d’avoir d’autres indices importants de la cornée et notamment les valeurs 
pachymétriques, mesurées directement. C’est la tomographie par cohérence optique (OCT). 
C’est une méthode qui est intéressante à utiliser lorsque l'on est confronté à des formes 
infracliniques de KC. 
     L’utilisation de l’OCT possède des indications particulières : en cas d’hydrops, cette 
technique est utile pour visualiser l’existence d’une rupture de la membrane de Descemet et 
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en suivre la cicatrisation. L’augmentation du pouvoir de résolution de cette technologie 
donne de nouvelles possibilités de diagnostic précoce, en permettant au clinicien d’étudier 
les caractéristiques de la couche épithéliale dont le remodelage au cours de l’évolution du 
KC pourrait expliquer certaines discordances entre topographie antérieure et postérieure. 
 
Ocular Reponse Analyzer (ORA) 
     Le concept de cette technique repose sur la mesure de la déformation de la surface 
cornéenne suite à l’application d’un jet d’air pulsé et calibré. Cette technique est 
complémentaire aux autres car elle permet d’analyser certains paramètres de la 
biomécanique cornéenne.  
 
4.8 Diagnostic précoce = Mapping épithélial 
     Dans les yeux présentant un KC modéré à sévère, les données de la tomographie en ce 
qui concerne l’épithélium cornéen sont très spécifiques. En effet, le débridement épithélial 
augmente la magnitude de la kératométrie antérieure de la cornée et de l'astigmatisme. Ces 
données suggèrent que l'épithélium cornéen donne une surface plate et régulière à 
l'irrégularité sous-jacente de la couche de Bowman dans le KC.  
     Le profil d'épaisseur de l’épithélium cornéen est asymétrique, légèrement plus épais en 
inféro-nasal qu’en supéro-temporal et a un effet important sur la puissance cornéenne totale. 
Il change la forme du film lacrymal et affecte l'analyse tomographique de cette interface. 
Dans les yeux kératocôniques, l'épithélium cornéen présente un amincissement localisé sur 
le cône entouré d'un anneau d’épaississement épithélial (Figure 65) (Reinstein, Gobbe, et 
al. 2010). 
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Figure 65. Exemple du profil d’épaisseur épithéliale dans le diagnostic du KC.  
Ici sont présentés 5 cas de patients dont le diagnostic du KC est posé après l’étude des cartes 
épithéliales. D’après (Reinstein, Gobbe, et al. 2010) 
      
     C’est la raison pour laquelle il a été postulé que la cartographie de l'épithélium peut être 
un moyen plus sensible pour le diagnostic précoce du KC (Reinstein, Archer, et al. 2010)  (Y. 
Li et al. 2012)    (Anastasios J. Kanellopoulos and Asimellis 2014)   (Temstet et al. 2015). 
     La contribution de l'épithélium à la réfraction de la cornée des patients atteints de KC 
revêt une importance particulière car ces dernières années, des procédures de remodelage 
de la surface cornéenne ont été développées pour améliorer la forme cornéenne en 
combinant la kératectomie photoréfractive transépithéliale et le « cross-linking »(Ziaei et al. 
2015). L'épithélium cornéen a le potentiel de modifier la courbure cornéenne antérieure et de 
maintenir la qualité optique de l'œil par un processus de remodelage visant à compenser les 
anomalies de la surface stromale observées dans les yeux présentant des irrégularités de 
surface ; l'épithélium a tendance à lisser les anomalies stromales en étant plus épais sur les 
"vallées" cornéennes et plus fin sur les "collines" (Anastasios John Kanellopoulos, Aslanides, 
and Asimellis 2012). On suppose que cette capacité de remodelage est plus importante dans 
les yeux kératocôniques, ce qui masque  les anomalies cornéennes stromales initiales 
observées dans les ectasies précoces ou infracliniques (Touboul et al. 2012). Le degré de 
changement épithélial semble corrélé à la sévérité du KC et pourrait être utile pour suivre la 
progression de la maladie (Reinstein, Gobbe, et al. 2010b). 
     En conclusion, on peut affirmer que l'épithélium cornéen joue un rôle important de 
masquage dans les variables topographiques cornéennes antérieures des yeux 
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kératocôniques. La base cellulaire des changements n'a pas été élucidée et nécessite des 
recherches supplémentaires. Cet effet de réorganisation de l'épithélium cornéen est 
important, en particulier à une époque où des systèmes laser excimer personnalisés sont 
attendus pour traiter la forme de la couche de Bowman (en soustrayant le profil épithélial de 
la topographie cornéenne) pour améliorer les résultats thérapeutiques. Cette programmation 
précise de l'épaisseur de l'épithélium dans le nomogramme d'ablation des traitements guidés 
par topographie transépithéliale pourrait réduire l'erreur résultant des propriétés de 
masquage de l'épithélium cornéen. Une étude antérieure menée par Vinciguerra et ses 
collaborateurs (Vinciguerra et al. 2013) a révélé que les ablations sur la base de la couche 
de Bowman étaient efficaces dans le traitement de cornées hautement irrégulières grâce à 
des mesures qui ont été prises par la topographie préopératoire après le débridement 
épithélial. 
       La connaissance de la distribution de l'épaisseur de l'épithélium peut être utile dans le 
dépistage de candidats pour la chirurgie réfractive au laser excimer. La raison en est que 
l'épithélium n'est pas d'une épaisseur homogène sur la couche de Bowman.  
Dans les ectasies cornéennes infracliniques, si l'épithélium est plus mince au niveau de la 
région ectasique, les cartes de profil épithélial peuvent aider un clinicien à identifier les 
patients chez qui les procédures d'ablation cornéenne sont contre-indiquées. 
           Reinstein et al. ont montré en utilisant le scanner Artemis à ultrasons de très haute 
fréquence  qu'un « doughnut » épithélial suggère la présence d'un cône stromal sous-jacent 
(Reinstein, Archer, and Gobbe 2009). L’absence du « doughnut » épithélial indiquerait que la 
topographie anormale n'était pas due au KC. La compensation épithéliale peut masquer la 
présence d'un cône sous-jacent dans les stades précoces de la maladie (Mas Tur et al. 
2017). 
     Le dépistage précoce du KC se heurte en pratique à l'absence de critères uniques, 
génétique, morphologique ou biochimique (par exemple enzymatique), permettant d'en 
affirmer le diagnostic. La forme fruste est à redouter car c’est le facteur de risque principal de 
l’ectasie iatrogène post-LASIK (Laser in situ keratomileusis qui est une technique de 
chirurgie réfractive pour corriger la myopie). Le dépistage du KC fruste est une priorité en 
chirurgie réfractive car le LASIK est contre-indiqué en raison du risque de survenue d’une 
ectasie cornéenne. 
 
4.9 Traitements du KC 
Lors de la prise en charge du KC, nous sommes confrontés à 2 problèmes : l’évolutivité 
(c’est le domaine du « cross-linking ») et la réhabilitation visuelle. 
Voici un exemple d’arbre décisionnel de prise en charge du KC (Figure 66) 
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Figure 66. Arbre décisionnel pour la prise en charge du KC. 
D’après (Fournié et al. 2013). LRPG : lentilles rigides perméables au gaz ; CXL : cross-linking ; AV : 
acuité visuelle ; LIO : lentille intraoculaire 
4.9.1 Prise en charge contactologique 
Les lunettes 
     Les verres correcteurs constituent le mode de correction initiale du KC débutant. Si ce 
traitement est insatisfaisant, le patient peut éprouver un disconfort visuel relatif lorsque 
l'astigmatisme irrégulier devient trop important. 
Les lentilles 
     L’adaptation en lentilles est proposée aux patients pour mieux corriger les défauts 
optiques créés par l’irrégularité cornéenne.  En effet, le KC est à l'origine d'un astigmatisme 
irrégulier mais également d'autres aberrations optiques de haut degré.  
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Figure 67. Les lentilles utilisées pour améliorer la vision du patient atteint de KC. 
(Voir le texte ci-dessous) 
 
            Il existe plusieurs types de lentilles pouvant être proposées aux patients (Figure 67) : 
● les lentilles souples : réservées aux petits astigmatismes plutôt réguliers ; 
● les lentilles rigides perméables à l'oxygène : elles sont de petit diamètre et permettent 
de corriger les défauts de la cornée en utilisant comme surface optique, la surface 
régulière de l’optique de la lentille ;  
●  les lentilles hybrides : elles possèdent un centre rigide et une collerette souple. Elles 
sont mieux tolérées que les lentilles rigides seules ; 
● les lentilles sclérales : qui sont de plus grand diamètre, elles passent en pont au-
dessus de la cornée et contiennent un réservoir de larmes au centre. Elles sont 
particulièrement bien tolérées chez les patients avec une cambrure cornéenne 
élevée.  
● les lentilles « piggy bag » : il s'agit d'une lentille souple placée sous une lentille rigide, 
toujours dans l'objectif d'améliorer la tolérance. 
 
     L’avantage des lentilles de contact par rapport aux lunettes est lié à l’interface qu’elle crée 
avec le film lacrymal. Cette dernière permet de « gommer » et compenser une grande partie 
des irrégularités de la cornée. Les lentilles rigides sont beaucoup plus efficaces mais plus 
complexes à adapter et à tolérer. Lorsque la lentille n’est pas ou plus tolérée, ou si la 
correction optique devient insatisfaisante, il est licite de proposer une alternative chirurgicale. 
 
 4.9.2 Prise en charge chirurgicale 
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2 possibilités à envisager : 
➔ Le « cross-linking » cornéen, qui est indiqué pour stopper la progression de la 
maladie.  
➔ Les cornéoplasties par anneaux intra-cornéens, les implants toriques et les greffes de 
cornée dont l’ objectif est la réhabilitation visuelle. 
 
4.9.2.1 Le traitement stabilisateur du KC : le « cross-linking » du collagène cornéen 
(CXL) 
Cette technique a été proposée pour la première fois par Theo Seiler dans le traitement du 
KC en 1997 à Dresde en Allemagne. Elle a pour but d’arrêter la progression de la maladie en 
« rigidifiant » la cornée. Le principe repose sur une réaction photochimique entre les 
ultraviolets-A (UVA) et la riboflavine (vitamine B2) afin de créer des ponts entre les chaînes 
de collagène. Les UVA serviront de catalyseur, et la riboflavine sera utilisée comme 
photosensibilisant (elle absorbe aussi les UVA et protège ainsi les structures internes de 
l'œil). 
Cette procédure permet une stabilisation du KC dans près de 90 % des cas via une 
augmentation : 
-  de la résistance biomécanique de la cornée (Wollensak et al. 2004) 
- de la résistance aux enzymes dégradant les liaisons entre les fibres de collagène 
(Eberhard Spoerl, Wollensak, and Seiler 2004) 
     Certaines études ont montré une augmentation de la sensibilité aux contrastes et une 
augmentation de l'acuité visuelle après le « cross-linking » chez certains patients (Lamy et al. 
2013), même si ce n'est pas l'effet principal recherché. Enfin, des études en cours suggèrent 
que l'action du cross-linking (technique épi-OFF après avoir retiré l’épithélium cornéen) serait 
due à une diminution de la sensibilité cornéenne entraînant une diminution des frottements 
oculaires. Il existe certaines conditions à la réalisation de cette procédure. La cornée doit 
être transparente, le KC doit être évolutif, et avoir une pachymétrie supérieure à 400 µm et 
une densité de cellules endothéliales d'au moins 2000 cellules/mm2. 
     Le « cross-linking » consiste, après désinfection locale et sous anesthésie topique, en 
une désépithélialisation cornéenne mécanique, suivie d’une imprégnation du stroma cornéen 
par de la riboflavine pendant 30 minutes et d’une irradiation par rayonnement UVA (360 nm) 
de 3 mW/cm2 pendant 30 minutes. 
     Le but du traitement est de rigidifier le collagène pour stabiliser ou faire régresser la 
maladie.  
     La photopolymérisation du collagène cornéen est une stratégie de traitement du KC peu 
invasive. Cette réaction de formation de radicaux libres oxygénés qui vont induire la 
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formation d’une liaison covalente entre les terminaisons hydrocarbonées des fibrilles de 
collagène est biochimiquement irréversible (Figure 68). 
Certains patients par contre “ne répondent pas” au traitement et voient leur KC progresser.  
 
Figure 68. Réticulation du collagène cornéen par le cross-linking. 
Les liaisons physico-chimiques entre les fibres de collagène avant et après CXL. 
 
     La tolérance est bonne et aucun effet secondaire majeur cristallinien ou rétinien n’a pas 
été constaté.  
     Actuellement, le « cross-linking » est le plus souvent proposé à un adulte jeune qui 
présente un KC évolutif ainsi qu'une épaisseur cornéenne supérieur à 400 µm.  
     Un « cross-linking » cornéen, en cas de progression kératométrique rapide, est indiqué 
afin de stabiliser la maladie. Cette procédure peut être associée à la pose d’anneaux intra-
cornéens ou à la réalisation d’un laser Excimer guidé par la topographie cornéenne. 
L’implantation d’anneaux intra-cornéens, réversible, peut permettre une diminution de 
l’amétropie sphérocylindrique et des aberrations de haut degré par un aplatissement du 
sommet du cône. La mise en place d’un implant phaque, sphérique ou torique, constitue une 
alternative thérapeutique, mais son indication doit rester très prudente. En présence 
d’opacités cornéennes centrales ou paracentrales, une greffe de cornée est indiquée 
(kératoplastie lamellaire antérieure profonde). 
Comme on vient de le dire, le but du « crosslinking » est d’arrêter l’évolution de la maladie, 
c’est pourquoi il est nécessaire de connaitre les critères de progression de la maladie. En 
effet, même s’il n’y a pas de consensus, la plupart des auteurs s’accordent pour définir la 
progression d’un KC sur : 
 une augmentation de la kératométrie maximale de 0,5 à 1 D ; ou la nécessité 
d’adapter le rayon de courbure d’une lentille de contact sur une période de 2 ans ;  
ou une baisse d’acuité visuelle 
 une augmentation de la correction sphérique myopique ≥ 0,5 dioptrie ; ou une 
augmentation du cylindre ≥ 1 dioptrie. 
Les effets indésirables sont la douleur pendant les 48 heures postopératoires, l’infection, le 
pseudo-haze (cicatrices cornéennes responsables d’une baisse d’acuité visuelle réversible 
dans les 3 premiers mois), les infiltrats aseptiques et la nécrose cornéenne très rarement. 
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Quoi de neuf ? 
     Afin de pouvoir éviter les effets secondaires liés au retrait de l’épithélium et/ou bien afin 
d’appliquer cette technique sur des cornées d’épaisseur inférieure au consensus établi à 400 
µm, différentes variantes de cette technique sont proposées : 
 Des techniques de conservation de l’épithélium : 
o Le « cross-linking » du collagène transépithélial (ou CXL Epi-ON) qui 
favorise la diffusion de la riboflavine en ajoutant à la solution 
conventionnelle une ou plusieurs molécules favorisant le passage à 
travers l'épithélium (Gore, Shortt, and Allan 2013) ; 
 La iontophorèse qui consiste à faire pénétrer une molécule de riboflavine chargée 
à travers l’épithélium de la cornée grâce à l’application locale d’un champ 
électrique de faible intensité (Bikbova and Bikbov 2014) ; 
 Le « cross-linking » avec une solution hypo-osmolaire qui est pratiqué sur des 
cornées inférieures à 400 µm. Après désépithélialisation de la cornée, celle-ci 
peut être artificiellement œdématiée avec de la riboflavine 0,1 % hypo-osmolaire 
jusqu’à atteindre une épaisseur supérieure à 400 µm, puis la même procédure 
que celle décrite précédemment est appliquée (Cadrage 2014). 
 
  4.9.2.2 Les anneaux intra-cornéens pour le KC  
     Les anneaux intra-cornéens (AIC) sont proposés aux patients présentant un échec 
d'adaptation aux lentilles mais pour qui une greffe de cornée semble prématurée. Ils sont 
posés pour le KC depuis 1997. Pour pouvoir bénéficier des anneaux intra-cornéens, le 
patient doit avoir une cornée claire, une épaisseur et une kératométrie « acceptables », 
variables selon les anneaux disponibles. 
      L’objectif principal des anneaux est d’essayer de diminuer l’anomalie de la forme 
cornéenne sans enlever le tissu cornéen et sans toucher le centre de la cornée (Schmitt, 
Simonpoli, and Colin 2008). 
 
Figure 69. Les anneaux intra-cornéens pour le KC. 
     La pose d'anneaux (Figure 69) se fait par des incisions dans la cornée, de 2 mm, réalisés 
manuellement ou par laser femtoseconde. Ces anneaux vont permettre d'aplanir la cornée et 
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de réduire le Kmax d'environ 2 dioptries, ce qui correspond à un gain d’une à trois lignes 
d’acuité visuelle chez 70 à 80 % des patients. Dans la plupart des cas, une adaptation en 
lunettes ou lentilles sera nécessaire après la pose d'anneaux pour optimiser le gain visuel. 
La pose d'anneaux intra-cornéens ne gêne pas une greffe de cornée ultérieure car ils 
peuvent être retirés facilement. 
     Une paire d’anneaux est généralement placée en moyenne périphérie de la cornée. Le 
centre de la cornée est donc totalement préservé. Leur épaisseur est environ égale à la 
moitié de l’épaisseur cornéenne normale. Ils sont introduits lors d’une courte intervention 
chirurgicale. L’intervention est par ailleurs considérée comme réversible. Le résultat est en 
général bon si l’indication est bien posée. La prédictibilité est cependant moyenne en raison 
des différentes présentations cliniques d’ectasie cornéenne et de réactions cicatricielles 
variables.  
     Étant donné qu’il s’agit d’une technique opératoire, la pose des anneaux comporte 
certains risques, rares, tels que : des cas d’extrusion spontanée, de perforation de la cornée, 
d’infiltrats cornéens, de néovascularisation et de kératites infectieuses. Certaines contre-
indications sont à prendre en compte : 
 Cicatrice de la cornée centrale 
 Épaisseur de la moyenne périphérie cornéenne insuffisante.   
 Kératométrie moyenne centrale excessive (cornée « trop bombée »). 
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Figure 70. Les principales indications et contre-indications du CXL et de la pose 
d’anneaux intra-cornéens. 
(Cadrage 2014) 
 
Quoi de neuf ? 
Il existe à l’heure actuelles des modèles innovants (Figure 71) d’anneaux intra-cornéens, 
quasi-circulaires ou asymétriques notamment, qui s’adaptent plus précisément aux 
irrégularités cornéennes et présentent des variations d’épaisseur progressive (par pas de 50 
µm sur leur longueur). 
 
Figure 71. Exemples d’anneaux intra-cornéens. 
D’après https://www.ophthalmicdata.com/manufacturers/ferrara/  
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4.9.2.3 Les implants toriques 
     Lorsque l’astigmatisme est trop important pour être corrigé par des lunettes ou par des 
lentilles, si la cornée centrale est claire et que l’astigmatisme n’est pas trop irrégulier, il est 
possible de proposer un implant intra-oculaire correcteur. Cet implant peut être torique pour 
corriger l’astigmatisme. Il n’est pas incompatible avec la présence d’anneaux intra-cornéens 
insuffisamment efficaces. En cas d’intolérance ou d’inefficacité, il peut être retiré. Ce geste 
est possible dans les suites d’une greffe de cornée. Bien que potentiellement utiles, ces 
implants sont encore rarement posés mais pourraient à l’avenir prendre une place plus 
codifiée dans la prise en charge de la maladie.  
      Les implants toriques peuvent être utilisés pour les patients phaques (avec leur propre 
cristallin) ou pseudophaques (avec implant de cristallin artificiel) afin de corriger les défauts 
optiques. Pour pouvoir utiliser cette technique, il faut respecter certaines règles : 
- la cornée du patient doit être transparente; 
- avoir une réfraction stable;  
- la puissance cornéenne doit être « modérée » ce qui correspond à des KC modérées 
(les formes sévères devront plutôt bénéficier de cornéoplasties),  
     
   4.9.2.4 Greffes de cornée  
     Le KC constitue la deuxième indication opératoire de greffe de cornée en France. C’est la 
plus ancienne greffe de tissu réalisée avec succès chez l’homme (1887 – Von Hippel). Elle 
consiste à remplacer un fragment de cornée opaque par une cornée saine et transparente. 
      La cornée est considérée comme étant un site privilégié pour la greffe car elle est 
dépourvue de vaisseaux sanguins et lymphatiques, elle comporte peu de cellules et présente 
un tissu conjonctif compact, d’où un conflit immunologique réduit. C’est la raison pour 
laquelle les taux de réussite de ces greffes sont élevés avec de bons résultats et un 
pourcentage de rejet faible. 
     A l’heure actuelle il existe 2 techniques de greffe de cornée utilisées dans le traitement du 
KC (Figure 72) :  
 la kératoplastie lamellaire profonde qui  permet de traiter des lésions jusqu’à la 
membrane de Descemet (Figure 72 B); 
 et la kératoplastie transfixiante qui permet le changement de toute l’épaisseur de la 
cornée (Figure 72 A); 
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Figure 72. Représentation schématique de différentes greffes de cornée utilisées dans 
le traitement du KC. 
A- kératoplastie transfixiante ; B- kératoplastie lamellaire profonde. 
 
     La greffe de cornée peut être proposée aux patients atteints de KC lorsque les autres 
traitements sont en échec. Ceci signifie que le port de lentilles de contact est devenu 
impossible à cause de la courbure cornéenne ou du développement d’une intolérance de la 
surface oculaire aux lentilles (conjonctivite chronique giganto-papillaire par exemple). Les 
patients candidats à la greffe ont un KC de stade III ou IV dans la classification d’Amsler. Il 
s’agit donc de KCs cliniquement évidents à la lampe à fente. Étant donné le risque de 
complications sévères non négligeables, il ne semble pertinent de proposer la greffe que 
lorsque le handicap visuel devient important ou sévère. 
      
     La greffe peut soit remplacer toute l’épaisseur de la cornée soit garder la partie la plus 
profonde. On parle de greffe transfixiante lorsque toute l’épaisseur de la cornée est 
remplacée, et de greffe lamellaire antérieure lorsqu’il s’agit uniquement de la partie externe 
de la cornée qui est greffée. Dans le KC, il s’agit de greffe lamellaire antérieure pré-
descemétique puisque toute la cornée est remplacée sauf sa couche la plus profonde 
(membrane de Descemet + couche endothéliale). 
     L’avantage des greffes lamellaires pré-descemétiques est qu’elles sont réalisées à 
globe fermé ce qui diminue les risques peropératoires par rapport à une « chirurgie à ciel 
ouvert ». De plus, elles présentent moins de risque de rejet car la partie endothéliale du 
patient n’est pas greffée. La conservation de la couche endothéliale, qui n’est pas malade 
dans le KC, assure enfin une plus grande longévité au greffon puisque lorsqu’il est greffé, le 
nombre de cellules endothéliales diminue plus vite qu’un état normal. Cependant, les greffes 
lamellaires antérieures pré-descemétique sont plus délicates à réaliser et restent donc 
encore rares.  
     La greffe transfixiante reste donc la modalité de greffe la plus pratiquée. 
Comme pour toute chirurgie il existe des risques per- et post-opératoires que le chirurgien 
doit faire connaître à son patient. 
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     Les risques sont :  
- un retard de reépithélialisation du greffon  
- une défaillance précoce de l'endothélium du greffon (pour la greffe transfixiante) 
- un rejet immunitaire ou « maladie du greffon » 
- une récidive de la maladie causale 
- un astigmatisme post-opératoire important 
- une inflammation oculaire qui dans des cas sévères peut évoluer jusqu’à 
l’endophtalmie (infection touchant tous les tissus internes du globe oculaire). 
     La durée de vie du greffon dépend du risque de rejet de greffe, de la qualité initiale du 
greffon (densité de cellules endothéliales) et des complications inflammatoires et 
tensionnelles possibles.    En moyenne un greffon transfixiant dure 20 à 30 ans. Les résultats 
visuels sont globalement bons (en moyenne 5/10) mais la rapidité de réhabilitation visuelle 
lente. Il faut compter 3 mois avant de retrouver une cornée transparente, et 4 à 6 mois avant 
de pouvoir débuter l’ablation sélective des points de suture. Cette étape permet d’ajuster 
l’astigmatisme et d’équiper le sujet soit en verres de lunettes soit en lentilles de contact à 
nouveau. Il existe quelques rares cas de récidives de KC sur greffon (en moyenne 17 ans), 
qui correspondent le plus souvent à une poursuite évolutive de la maladie sur la collerette 
réceptrice non greffée. 
 
Quoi de neuf ? 
1. Greffe de la couche de Bowman 
      Comme on l’a vu précédemment, une caractéristique pathogénique du KC est la 
fragmentation de la couche de Bowman avec (voir 4.4) une sortie des enzymes 
protéolytiques amenant à un amincissement de la cornée, d’où l’idée d’utiliser un moyen de 
traitement par renforcement de cette membrane pour stabiliser la maladie. 
Récemment, une nouvelle hypothèse a été émise afin d’augmenter la résistance et la 
stabilité cornéenne par un implant médio-stromal d’une greffe de couche de Bowman isolée 
(Figure 73). 
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Figure 73. Examen biomicroscopique d’un patient après greffe de la couche de 
Bowman. 
D’après (Van Dijk et al. 2015) 
 
     La procédure s'est avérée bénéfique pour réduire l'ectasie dans les KC avancés. Étant 
donné que cette membrane est acellulaire, le risque de complications postopératoires est 
très faible (cataracte, glaucome, rejet et infections). Il faut noter que cette procédure est 
destinée à limiter la progression de la maladie, c’est la raison pour laquelle parler de gain 
visuel est un peu prématuré. 
     Les candidats idéaux pour cette technique sont les patients avec un KC avancé et 
progressif, avec une bonne vision corrigée par des lentilles de contact, qui ne sont pas 
indiqués pour un « cross-linking », en raison de la minceur cornéenne notamment, et ont des 
problèmes de tolérance aux lentilles de contact. 
2. « Le lifting cornéen » 
     C’est une méthode qui permet de sculpter la cornée à l’aide d’une kératectomie 
périphérique au laser Excimer en forme de croissant. Cette technique a été décrite  par le  
Professeur  Carriazo et a pour but de réduire la profondeur de la chambre antérieure, ainsi 
que de diminuer la kératométrie et de corriger l'astigmatisme irrégulier (Carriazo and 
Cosentino 2017).  
 
4.9.2.5 Les traitements combinés  
     Les moyens thérapeutiques du KC se sont considérablement développés ces dernières 
années. 
     Les traitements combinés se caractérisent par l’application, simultanée ou proche dans le 
temps, de plusieurs principes thérapeutiques de façon à mieux contrôler la maladie du 
patient. Le développement de ces associations est venu modifier les schémas 
thérapeutiques classiques. Les traitements combinés permettent en effet une prise en 
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charge dont les modalités sont en évolution permanente avec un meilleur contrôle de la 
maladie dans de nombreuses situations cliniques. 
     L’objectif est bien sûr la stabilisation de l’ectasie dont le seul recours est le « cross-
linking » et l’amélioration de la fonction visuelle par correction du trouble réfractif associé 
(anneaux intra cornéens, implants toriques, photoablation laser). Plusieurs techniques sont 
proposées : 
1. « Cross-linking » et photoablation réfractive guidée par la topographie  
     C’est une démarche suggérée par Kanellopoulos et al. (A John Kanellopoulos and Binder 
2007) qui réalisent dans un premier un « cross-linking » classique avec une 
désépithélialisation poursuivie 12 mois après par la photo-ablation. Cette procédure 
combinée permet de corriger l’astigmatisme irrégulier mais on ne peut l’envisager que sur 
des cornées dont l’épaisseur est supérieure à 400 µm. En réalisant cette technique (198 
yeux), de meilleurs indices ont été obtenus notamment en ce qui concerne les données 
kératométriques (Anastasios John Kanellopoulos 2009). Cette étude a été confirmée par 
d’autres (Tuwairqi and Sinjab 2012)(Labiris et al. 2012). 
 
2. « Cross-linking » et implantation d’anneaux intra-cornéens 
     L’objectif de ces traitements est d’améliorer la prise en charge des patients et de diminuer 
le recours à la greffe de cornée.  
Ainsi, pour les patients atteints de KCs progressifs conservant une cornée claire dont 
l’épaisseur est suffisante (au moins 400 µm en son centre), le « cross-linking » et la pose 
d’anneaux intra-cornéens constituent ainsi des thérapeutiques indiquées en cas d’échec des 
corrections visuelles classiques. Elles peuvent être indiquées indépendamment l’une de 
l’autre ou combinées. De nombreux essais sont en cours afin d’optimiser l’efficacité de cette 
combinaison. Les résultats de plusieurs études montrent qu’au niveau du gain visuel, il n’y a 
pas de différence significative entre la réalisation de ces procédures chirurgicales 
simultanément ou d’une manière séparée.  
3. Implantation d’anneaux intra-cornéens, « Cross-linking » et photoablation laser 
guidée par topographie simultanées 
     Cette triple approche résulte des deux précédentes et vise à permettre la prise en charge 
la plus complète de l’ectasie cornéenne. Une seule étude réalisée sur 5 yeux retrouve une 
amélioration de la meilleure acuité visuelle corrigée, une stabilisation de l’ectasie cornéenne 
et suggère la sécurité de la procédure qui peut constituer une option raisonnable de 
traitement (Iovieno et al. 2011). 
4. « Cross-linking » et implant phaque torique 
     Cette procédure vise à stabiliser l’ectasie cornéenne et corriger l’astigmatisme myopique 
résiduel par l’implantation d’un implant torique quelques mois après. 
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     Sur une série de 17 yeux, la stabilité de l’ectasie cornéenne est satisfaisante à 36 mois 
d’évolution et sur le plan réfractif 76 % des patients sont à ± 1D de la correction attendue de 
l’astigmatisme (Güell et al. 2012). 
     Ces divers traitements combinés représentent donc une autre possibilité de la prise en 
charge du KC évolutif et sont assez encourageants, selon les premiers résultats. Lorsqu’une 
bithérapie s’impose, le choix d’une association bien déterminée, avec de nombreux intérêts, 
est devenu plus légitime et totalement justifié. En effet, le choix de tel ou tel traitement 
repose toujours sur une appréciation du rapport bénéfices-risques lié à l’intervention chez le 
patient que le médecin doit prendre en charge. Dans ces conditions, il ne serait pas fondé de 
conclure trop précocement à la supériorité de telle procédure sur telle autre. La meilleure 
approche est celle qui permet d’améliorer la qualité de vie des patients et d’obtenir une 
meilleure observance thérapeutique.  
 
4.9.3 Nouvelles stratégies à l’étude dans le traitement du KC 
     IVMED-80 (iVeena) est un collyre conçu pour le traitement du KC indépendamment de la 
chirurgie ou du traitement au laser. Ce médicament contient un cofacteur de la lysyl-
oxydase.  
     Les résultats expérimentaux de l’effet des gouttes oculaires iVeena sur les cornées 
kératocôniques humaines  in vitro  ont montré une augmentation de l’activité des LOX et de 
la rigidité de la cornée. Un aplatissement cornéen central suite au traitement chez le lapin a 
été démontré lors d’imagerie cornéenne effectuée en OCT (Tomographie par Cohérence 
Optique). 
     Ce médicament pourrait représenter un pas en avant pour la prise en charge non invasive 
du KC. En particulier, si les résultats cliniques démontrent sa sécurité et son efficacité, cette 
thérapie pourrait être une méthode séduisante pour traiter le KC progressif ou être un 
traitement adjuvant de l'épithélium après « cross-linking ». En revanche, des tests 
complémentaires sont nécessaires pour identifier la concentration spécifique de LOX afin de 
prédire la progression du KC et la réponse aux traitements combinés. 
 
Au vu du rythme des avancées scientifiques en ce qui concerne le KC, et de la place de plus 
en plus large que prennent les différentes technologies dans la pratique quotidienne, autant 
sur le plan diagnostique que thérapeutique, il est très probable dans les années à venir que 
des moyens simples et accessibles de diagnostic précoce et de traitement de cette maladie 
vont apparaitre.  
 
 
127 
 
 
 
 
 
 
Chapitre II : OBJECTIFS DE LA THESE 
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L’organogenèse de la peau et de l’œil sont le résultat d’interactions cellulaires complexes 
dont les supports moléculaires présentent des similarités. L’épithélium cornéen, épithélium 
stratifié non cornifié, joue un rôle optique fondamental et protège la cornée contre les 
agressions extérieures. Alors que la caractérisation et la localisation des CS à l’origine de 
son renouvellement continu sont relativement bien connues, le programme de différenciation 
terminale des cellules épithéliales qui le composent est nettement moins étudié. Or, nous 
savons que plusieurs pathologies impliquent des désordres de celle-ci, en particulier le KC. 
Le KC est une affection très préoccupante pour le patient et le praticien car la déformation 
cornéenne altère la vision et peut nécessiter une greffe de cornée, seul recours imparfait 
pour les formes sévères. Des études récentes montrent  l’importance d’analyser le rôle de 
l’épithélium cornéen dans le KC pour plusieurs raisons : 
- Le mapping épithélial permet de détecter les formes sous-cliniques ou frustes de KC, 
d’où l’idée que cette pathologie trouve son origine au niveau de l’épithélium. 
- Il existe des cas cités dans la littérature de réapparition du KC après la greffe 
transfixiante de la cornée, suite à une réépithélialisation pathologique de la surface 
oculaire, sur un stroma « normal » car il provient du donneur sain. 
- Des altérations dans l’épithelium conjonctival ont été retrouvées chez les patients 
atteint du KC (Fukuchi et al. 1994), ce qui prouve que le KC n’est pas seulement une 
maladie stromale. 
Nous faisons l’hypothèse d’une anomalie de la différenciation épithéliale dans le KC et 
proposons de rechercher et d’identifier des marqueurs précoces du KC en caractérisant, 
dans un premier temps, le programme de différenciation de l’épithélium cornéen normal et 
en le comparant ensuite avec celui du KC.  
Dans ce contexte, l’objectif de mon travail de thèse était double : 
1.  Caractériser le programme de différenciation terminale de l’épithélium cornéen 
en prenant comme référence des gènes de différenciation épidermique. 
Pour cela, j’ai tout d’abord analysé 3 groupes de marqueurs plus ou moins tardifs de la 
différenciation épidermique : les kératines (K1/K10 et K6/K16), les composants des jonctions 
serrées (claudine 1) et des desmosomes (desmogléines, desmocollines et 
cornéodesmosine) et les composantes de l’enveloppe cornée (involucrine, loricrine, 
filaggrine et hornerine). 
2. Comparer le programme de différenciation de l’épithélium cornéen normal avec 
celui du KC. 
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Chapitre III: RESULTATS EXPERIMENTAUX 
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ARTICLE 
L’expression de composants de l’enveloppe cornée et de gènes liés au stress 
oxydatif est diminuée dans l'épithélium cornéen des patients atteints de 
kératocône. 
Tatiana Lupasco, Zhiguo He, Myriam Cassagne, Cyrielle Suarez, Pierre Fournié,
 
Guy Serre, 
Philippe Gain, Gilles Thuret, François Malecaze, Michel Simon, Stéphane Galiacy 
 
Résumé 
Le kératocône (KC) est une maladie cornéenne multifactorielle évolutive caractérisée par un 
amincissement progressif de la cornée à l’origine de l’apparition d’une protrusion et d’un 
astigmatisme irrégulier. Malgré les avancées dans le diagnostic précoce et le traitement des 
déficiences visuelles provoquées par cette maladie, son étiologie est encore très mal 
comprise. Sur la base d’arguments morphologiques et moléculaires, nous avons supposé 
une implication de l’épithélium cornéen dans l’apparition et la progression de la maladie. 
Des prélèvements de l’épithélium de la cornée provenant de 35 contrôles et 28 patients 
atteints de KC (22 précoces et 6 évolués) ont été analysés par RT-qPCR. Le programme de 
différenciation de l’épithélium cornéen étant peu étudié, nous avons pris comme référence 
celui de l’épiderme, un autre épithélium pluristratifié issu de l’ectoderme et qui joue aussi un 
rôle de barrière entre l’organisme et son environnement. Nous avons ainsi recherché 
l’expression  de divers gènes exprimés aux différentes étapes du programme de 
différenciation terminale des kératinocytes. Nous avons tout d’abord montré que certains 
gènes exprimés dans l’épiderme le sont aussi dans l’épithélium de la cornée, en particulier 
ceux des composants des desmosomes (DSG1-3, DSP, PPL et EVPL) et de l’enveloppe 
cornée (SPRR1A, SPRR2A, SPRR3, IVL, TGM1 et TGM5). Nous avons ensuite constaté 
une diminution des transcrits des composants de l’enveloppe cornée dans l’épithélium de la 
cornée des patients atteints de KC précoces et, pour la plupart, de patients atteints de KC 
avancé. Nous avons confirmé ces résultats au niveau protéique pour l’involucrine, par 
western blot et immunohistologie. Les enveloppes cornées n’étant pas détectées dans 
l’épithélium cornéen, nous avons supposé que leurs composants pourraient jouer un autre 
rôle dans l’épithélium cornéen, en particulier de protection contre le stress oxydatif. En effet, 
les protéines SPRRs sont capables in vitro de fixer les espèces réactives de l’oxygène.  
L’expression des gènes SPRRs étant sous contrôle du facteur de transcription NRF2 (pour 
nuclear factor erythroid 2-related factor 2), nous avons comparé l’expression de NRF2 dans 
les cornées des contrôles et des patients, et montré une diminution dans les cornées des 
patients. NRF2 régule aussi la transcription de protéines impliquées dans la détoxification 
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des espèces réactives de l’oxygène (hème oxygénase, lysyl oxydase, NAD(P)H quinone 
oxydoréductase 1, etc.). Nous avons observé que l’expression des héme oxygénases 1 et 2 
est réduite dans l’épithélium des patients, tout comme celle des gènes KEAP1 et  CUL3 qui 
codent pour des régulateurs de NRF2.  
     Ces résultats suggèrent que dans l'épithélium cornéen des patients atteints de KC un 
défaut de résistance mécanique et/ou de défense contre le stress oxydatif dû à une 
dérégulation de la voie NRF2 joue un rôle physiopathologique. Si cette hypothèse est 
confirmée, cela pourrait indiquer une nouvelle piste thérapeutique pour améliorer la prise en 
charge des malades. 
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Abstract 
 
Purpose. Keratoconus (KC) is a multifactorial progressive ectatic disorder characterized by 
local thinning of the cornea, leading to decreased visual acuity due to irregular astigmatism 
and opacities. Despite the evolution of advanced imaging methods, the exact etiology of KC 
remains unknown. Our aim was to investigate the involvement of corneal epithelium in the 
pathophysiology of the disease.  
Methods. Corneal epithelial samples were collected from 35 controls and from 2 cohorts of 
patients with KC: 22 undergoing corneal crosslinking (early KC) and 6 patients before 
penetrating keratoplasty (advanced KC). The expression of genes involved in the epidermal 
terminal differentiation program and of the oxidative stress pathway was assessed by real time 
PCR analysis. Presence of some of the differentially expressed transcripts was confirmed at 
protein level using western blot and immunohistochemistry (IHC) techniques.  
Results. We found statistically significant under-expression in KC samples of some genes 
known to be involved in the mechanical resistance of the epidermis (KRT16, IVL, SPRR1A, 
SPRR2A, SPRR3, TGM1, TGM5 and PPL) and in oxidative stress pathways (NRF2, KEAP1, 
HMOX1, HMOX2 and CUL3) compared to controls. Decreased expression of the protein 
KRT16 and IVL was confirmed using IHC. Moreover, differential localization was noted for 
IVL and CLDN1. 
Conclusions. These results strongly suggest a defect in the mechanical resistance and the 
oxidative stress defense possibly mediated via the NRF2 pathway in the corneal keratoconic 
epithelium.   
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INTRODUCTION 
 
The corneal epithelium displays many similarities with the epidermis. Both are multilayer 
polarized epithelia derived from the ectoderm and form, at the surface of eye or skin, a 
multifunctional barrier that protects from harmful agents, such as microbes, chemicals and 
UV radiations. In the epidermis, most of these functions are provided by the upper cornified 
layer. This layer is also called stratum corneum and characterizes the ultimate step of the 
keratinocyte differentiation program. In contrast, the corneal epithelium lacks a cornified 
layer. However, in advanced corneal diseases some degree of cornification has been reported, 
1
 as well as other epithelial defects. 
2
  
3
 
Keratoconus is a progressive ectatic disease characterized by progressive thinning and 
deformation of the cornea, causing corneal protrusion, irregular astigmatism and decreased 
visual acuity. Eventually, corneal deformation and associated mechanical stress may result in 
irreversible corneal opacities. KC is the most common corneal ectasia with an incidence of 1 
in 2000 in the general population. 
4
 When visual acuity can no longer be corrected by contact 
lenses, the only treatment consists in replacing the corneal tissue by corneal transplantation. 
The etiology of KC is unknown and suspected to be multifactorial, with the involvement of 
genetic and environmental factors. To date, several genes have been associated with this 
disease, 
5
 including, but not limited to, those of lysyl oxidase, interleukin-1, 
6
 visual system 
homeobox 1, 
7
 microRNA 184, 
8
 transforming growth factor beta, 
9
 and zinc finger protein 
469. 
10
 Many environmental factors are thought to be responsible of the disease development 
and progression, 
11
 such as ocular or general allergy 
12
 (spring keratoconjunctivitis and atopic 
diseases) and mechanical microtrauma (usage of contact lens  and eye rubbing, corneal 
thinning following Laser-Assisted In-Situ Keratomileusis surgery).  
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KC is a complex disorder and appears to be the manifestation of various pathological 
processes: tissue disruption impacting epithelial basal lamina, 
4, 13
 enzymatic imbalances, 
14
 
inflammation, 
15
 oxidative stress, 
16
 autophagy 
17
 and hormonal changes. 
18
 Recent studies 
support  a chronic inflammatory process, 
19
 as well as a possible link with atopic dermatitis 
20
 
in the pathogenesis of the disease. In keratoconic eyes, the corneal epithelium presents a 
localized thinning at the level of the cone apex surrounded by a thickening ring with a kind of 
donut pattern that is highly characteristic of this condition. 
21
In KC, both epithelial 
hyperplasia and hypoplasia have been described, associated or not with a rupture of the basal 
lamina. It has been suggested that the KC epithelium undergoes a remodeling process to 
compensate the abnormalities of the stromal surface. 
22
 We previously identified a number of 
differentially expressed genes in whole cornea of KC, suggesting an imbalance between 
apoptosis cellular proliferation and differentiation. 
23
 
Based on these arguments, we hypothesized that the corneal epithelium could be involved in 
the KC development. The aim of this study was to analyze the expression of genes related to 
the epidermal terminal differentiation program in corneal epithelium of KC patients and 
controls. 
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METHODS 
 
Biological samples 
Human cornea epithelial samples used in this study were obtained from the Department of 
Ophthalmology and from the French National Reference Center for Keratoconus, Toulouse 
University Hospital. All procedures were in accordance with the Declaration of Helsinki. 
Informed consent was obtained from all participants prior to sample collection with 
authorization from the Patient Protection Committee (DC2012-1701).  
Control epithelium samples (CTRL group) were collected from patients undergoing Photo 
Refractive Keratectomy procedure for mild myopia (less than 3 diopters): prior to the Excimer 
laser ablation, cornea was prepared by manual removal of the central (8 mm diameter) 
epithelium. The epithelium was scraped off with Beaver-type blade, collected in a sterile 
RNAse-free eppendorf, and immediately immersed in liquid nitrogen for transport. Before 
RNA or protein extraction, the samples were stored at -80°C. Corneal epitheliums from 
patients with progressive KC (early KC group) were collected during collagen crosslinking 
procedure used to halt the disease progression. Manual de-epithelialization is necessary for 
the impregnation of the corneal stroma with riboflavin before irradiation with UVA. The 
samples were then transported and stored as described above. The third group of corneal 
epithelium samples (advanced KC, stage IV i.e. with corneal opacities) was similarly obtained 
from patients undergoing Penetrating Keratoplasty surgery.  
For immunohistochemistry (IHC) analysis, 3 fresh corneas were used as healthy epithelial 
controls. They came from 3 body donation for Science. Each donor volunteered their body 
and gave written consent to the Laboratory of Anatomy of Jean Monnet University. The 
fresh corneas were included immediately in the tissue embedding medium, OCT after 
dissection from the eyeballs, and then stored at -80°C. The donor age was 77, 79 and 83 
140 
 
years. The time between death and tissue embedding was 13, 16 and 35 hours. Handling of 
donor tissues adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki of 1975 and its 1983 
revision in protecting donor confidentiality. 3 KC corneas were collected during corneal 
graft surgery. Samples were placed in OCT and immediately frozen in liquid nitrogen then 
kept at -80°C until further use. 
 
Reverse transcriptase real time polymerase chain reaction 
Total RNA was extracted with Qiagen MicroRNA extraction kit according to the 
manufacturer's instructions (Qiagen S.A.S., Cortaboeuf, France). Reverse transcriptase was 
performed using the Invitrogen Superscript III VILO kit according to the manufacturer’s 
recommendations (ThermoFisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). Real time 
polymerase chain reaction (rt-PCR) was performed on triplicate samples (50 pg cDNA) in a 
Roche LightCycler 480 using Roche supermix for PCR (Roche, Paris, France). Expression of 
22 genes involved in epidermal terminal differentiation, 6 genes involved in NRF2 pathway, 
and of KRT3 as a tissue specific gene of the corneal epithelium was investigated. We selected 
some markers of early and late keratinocyte differentiation, based on our previous work. 
24
 
Primer sequences are described in Supplementary Table S1. The PCR conditions were: 95° C 
for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at 95° C for 15 s and annealing at 60° C for 
20 s. We used three genes for normalization (encoding ubiquitin, tatabox binding protein and 
beta 2 macroglobulin).  Fold-change in gene expression was calculated using the 2-
ΔΔCt
 ratio 
according to the previously described method. 
25
 All PCR products were checked by 
sequencing and the primer efficiencies were examined using cDNA dilutions (from 1/10 to 
1/320) and Roche software analysis program. 
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Protein extraction 
Proteins were solubilized in TE-NP40 buffer (40 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5% Nonidet-P40, 10 
mM EDTA and 0.25 mM PMSF) for 15 min using a homogenizer. After a centrifugation step 
at 12,000 × g for 15 min and 4 °C, the supernatant was collected, aliquoted and stored at -
80 °C until use. 
 
Western-blotting 
Equal amounts of protein (according to Ponceau staining) were resolved by SDS-10% 
polyacrylamide gel electrophoresis and electrotransfered onto nitrocellulose membranes (GE 
Healthcare, Danderyd, Sweden). Membranes were blocked in PBS 1X-Tween 0.2% 
containing 5% skimmed milk, then incubated overnight at 4°C with primary antibodies (see 
Supplementary Table S2) and finely incubated for 2h at room temperature with secondary 
horseradish peroxidase-conjugated antibodies diluted to 2:10000 (Goat anti-Mouse IgG-HRP; 
Bethyl Laboratories, Montgomery, TX; Goat Anti-rabbit IgG-HRP; Southern Biotech, 
Birmingham, AL). The detection was realized with ECL Prime system (GE Healthcare) and 
images acquired with a G:BOX Chemi XT4CCD camera (Syngene, Cambridge, United 
Kingdom) and GeneSys software (Genesys, Daly City, CA). ImageJ software was used to 
quantify immunoreactive bands. Signals were normalized to actin immunodetection. 
 
Immunohistochemistry (IHC) 
As previously described, 
26
 corneal sections (10 µm thick) were prepared using Cryostat 
Microm HM550 (ThermoFisher Scientific). Frozen slides were warmed and dried at RT for 5 
min then rehydrated for 5 min. Samples were then incubated at 37°c for 30 min in saturating 
solution (PBS supplemented with 2% heat-inactivated goat serum (Eurobio-Ingen, Les Ullis, 
France) and 2% bovine serum albumin (ThermoFisher Scientific)). Slides were incubated at 
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37°C for 1 hour with primary antibody (see Supplementary Table S2) diluted in saturating 
solution. Nonspecific rabbit and mouse IgG (Zymed, Carlsbad, CA, USA) were used as 
primary antibodies for negative controls. These two controls were performed for each cornea. 
Secondary antibodies were Alexa Fluor 488 goat anti-mouse or anti-rabbit IgG for single 
staining and Alexa Fluor 488 goat anti-mouse combined with Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit 
IgG (Invitrogen, Eugene, OR, USA) for double staining. Secondary antibodies diluted by 
1:1000 in saturating solution were incubated for 1 hour at 37°C. Lastly, nuclei were 
counterstained with TO-PRO-3 Iodide (1/1000) (ThermoFisher Scientific) in PBS for 5 min at 
RT. Three rinses in PBS were performed between each step except between blocking of 
nonspecific protein binding sites and incubation with primary antibodies. Finally, the slides 
were mounted using Vectashield medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 
Images were captured with a confocal microscope (IX83 Fluoview FV-1000, Olympus), 
equipped with the Olympus Fluoview software. Setup were determined from the control 
conditions and applied to the other samples. 
 
Statistical analyses 
For all experiments group to group comparisons were performed and plotted with GraphPad 
Prism 6 using a non-parametric Wilcoxon test. P < 0.05 was considered as statistically 
significant.  
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RESULTS 
 
Differentially Expressed Transcripts in KC versus Control Corneal Epithelium 
The corneal epithelium of 35 CTRL and 28 KC patients (22 early and 6 advanced KC) was 
collected. Average age was 29 years +/- 9.5 in the CTRL group, 22 years +/- 4.2 in the early 
KC group, and 45 years +/-7 in the advanced KC group. Using real time PCR, we first 
evaluated the expression of 22 genes involved in epidermal terminal differentiation and of 
KRT3 as a typical gene of the corneal epithelium. High expression of KRT3 was observed in 
the CTRL group (Table 1). Concerning the epidermal differentiation genes, three classes of 
transcripts based on their relative abundance to normalization genes could be observed in the 
CTRL group (Table 1). Highly expressed genes DSG1, CLDN1, DSP and PPL (encoding 
proteins of desmosomes and tight junctions). Medium expressed genes DSG2, DSG3 and 
EVPL (encoding proteins of desmosomes); SPRR2A, IVL, SPRR1A, SPRR3, TGM1 and 
TGM5 (encoding proteins of the epidermis cornified envelope, a peculiar pericellular 
structure of cornified layer cells); and KRT16. Finally poorly or not expressed genes FLG, 
HRNR, LOR, DSC1, CDSN, FLG2, TGM3 and KRT10.  
When we compared the expression of this set of genes between CTRL and early KC groups 
(Figure 1, Table 2), we observed in the early KC a significant decrease in the expression of 
KRT16, IVL, PPL, SPRR1A, SPRR2A and SPRR3 (fold change of 0.08, 0.31, 0.67, 0.20, 0.11 
and 0.08, respectively). Only CLDN1 was slightly over-expressed (fold change of 1.18).  
The same analysis was then performed in advanced KC (Figure 1 and Table 2). We observed 
a statistically significant down-regulation in KC as compared to CTRL of IVL, SPRR1A, 
SPRR2A and SPRR3 (fold change of 0.38, 0.24, 0.2 and 0.13 respectively) and an 
overexpression of KRT3 (fold change of 1.89).  
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Since it is known that in the epidermis, involucrin (IVL), SPRRs, desmosomal proteins and 
others are crosslinked by transglutaminases 1, 3 and 5 (TGM1, 3 and 5) to form the cornified 
envelopes, we investigated the expression of these transglutaminase genes in the corneal 
epithelium. We detected the expression of TGM1 and 5, but not that of TGM3 (Table 1). We 
further showed that TGM1 and TGM 5 were underexpressed in early KC epithelium (Figure 1, 
Table 2, fold change of 0.29 and 0.31, respectively). 
 
Differentially Expressed Proteins  
We then analyzed the expression of proteins on sections of cornea samples from 3 CTRL and 
3 advanced KC, using indirect immunofluorescence and confocal observations (Figure 2). We 
first observed, as expected, 
27
 differences in the KC epithelial thickness on the same section 
with areas of hyperplasia and areas of hypoplasia (see Supplementary Figure S1). 
DSG1, FLG and KRT10 expression was investigated. No expression was found for FLG and 
KRT10 in both CTRL and aKC groups. DSG1 was expressed in all epithelial layers but no 
difference was observed between CTRL and aKC group (data not shown). 
In the CTRL group, IVL was highly detected in the upper cell layers of the epithelium (apical 
and underlying intermediate). In the advanced KC group, IVL expression was slightly 
decreased, and it was detected only in the apical cell layer, confirming the data obtained at the 
mRNA level. 
KRT16 was detected in the upper epithelial cell layers of the CTRL group whereas it was not 
or barely detected in the advanced KC group. Claudin 1 (CLDN1), a protein of tight 
junctions, was detected in all epithelial layers in the CTRL group, as previously described by 
others, 
28
 while it was not expressed in basal cells and only seen in the upper cell layers of the 
epithelium of advanced KC group.  
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Finally, KRT3 was strongly expressed in the corneal epithelium of both groups without any 
visible differences, while its mRNA was found to be slightly overexpressed. 
We next investigated the expression of some of these genes at the protein level using western-
blotting in a group of additional 12 CTRL and 12 early KC corneal epithelia (mean age 29 +/- 
5 and 35 +/- 7 for CTRL and KC, respectively). Most of the proteins were not consistently 
detected, except IVL. We observed a slightly decreased expression of IVL protein in the early 
KC group, as compared to the CTRL group (one representative blot is shown in Supplemental 
Figure S2). When the immunodetection levels were quantified, a tendency was observed (1.20 
vs 0.88 arbitrary unit) but the statistical significance was not reached (p = 0.27), because of 
high interindividual variations and/or low number of patients (Supplemental Figure S2).  
 
Decreased Expression of Transcripts Related to Oxidative Stress Resistance 
We were surprised to detect the expression of some components of cornified envelopes, 
namely IVL, SPRR1A, SPRR2A, SPRR3, TGM1 and TGM5, their expression being lower in 
KC, while others members such as FLG, HRNR and LOR were not detectable. Indeed, 
cornified envelopes have never been described in corneal epithelium. Confirming their 
absence, we were not able to observe them when we applied to corneal epithelium the 
procedure currently used to purify epidermal cornified envelopes 
29
 (data not shown). We 
therefore suspected that this set of proteins could have another role in the corneal epithelium. 
In fact, some products of these genes such as SPRRs, have previously been shown to also 
display quenching activity against reactive oxygen species. 
30, 31
 In addition, their expression 
is known to be controlled by nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2). NRF2 is a 
transcription factor that regulates the expression of antioxidant proteins that protect against 
oxidative damage triggered by injury and inflammation. We therefore focused our next 
analysis on NRF2 pathway, and on known targets of NRF2 related to oxidative stress 
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protection (Figure 3 and Table 3). In early KC, we observed a strong decrease in several 
transcripts encoding proteins of the NRF2 system: NRF2 itself, CUL3 encoding cullin3 and 
KEAP1 encoding Kelch-like ECH-associated protein 1 (fold change of 0.29, 0.28 and 0.38 
respectively). NRF2 targets HMOX1 and 2 encoding heme oxygenases were also 
underexpressed (fold change of 0.08 and 0.31 respectively) while NQO1 encoding NAD(P)H 
deshydrogenase (quinone) 1 had a similar expression in both groups. In advanced KC, we still 
observed a decrease of expression of HMOX1, while NRF2 had a tendency for down-
expression (Figure 3 and Table 3). 
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DISCUSSION 
In our previous transcriptome analysis of KC versus normal whole corneas, we reported that 
in KC there was an imbalance in apoptosis, proliferation and differentiation pathways. In this 
work, we hypothesized that corneal epithelium might have a more important role in KC 
development that what is actually described. Thus, we decided to investigate corneal 
epithelium transcripts of early KC patients when the KC is evolutive and before major stromal 
changes (when stromal depth is still superior to 400µm). We investigated the expression of 
epidermal terminal differentiation genes in the corneal epithelium, and whether the expression 
of these genes was altered in early KC corneal epithelium. Transcripts expression analysis 
revealed that some but not all keratinocyte terminal differentiation genes are also expressed in 
the normal cornea. Not surprisingly, most of the cornification related genes were not or barely 
detected (FLG, FLG2, LOR, HRNR, CDSN, DSC1 and TGM3). The corresponding proteins 
were not detected as well. Interestingly, we detected a set of transcripts (IVL and several 
SPRRs) encoding proteins that, in the epidermis, are part of cornified envelope. This is a 
resistant highly cross-linked structure that replaces the plasma membrane of corneocytes, the 
end products of keratinocyte differentiation. IVL protein expression was confirmed by 
western blotting and immunohistochemistry. Our results are in agreement with those of Tong 
et al. 
32
 We also detected mRNAs encoding the enzymes necessary for cornified envelope 
formation. However, cornified envelopes appear to be absent in the corneal epithelium. Thus, 
the role of IVL and SPRRs in the cornea is not clear. They may be associated with cell 
mechanical resistance properties as previously suggested. 
32
 As we found these transcripts 
underexpressed in KC corneas, this could suggest that biomechanical properties of epithelial 
cells are impaired in KC. In agreement to this statement, we observed several changes in 
structural gene expression. We found CLDN1 transcript to be slightly overexpressed but more 
interestingly we observed that in normal corneas CLDN1 is expressed in all epithelial cell 
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layers while in KC corneas it is absent from the basal cell layer. In the epidermis, CLDN1 is 
known to play a role in the mechanical barrier function. 
33
 This result highlights that epithelial 
barrier might be different in keratoconus epithelium and more importantly that the repartition 
and density of tight junctions might be different. Moreover, we found that PPL, which 
encodes a desmosomal plaque protein, was also downregulated in KC as well as KRT16 
transcript and protein. Little is known about KRT16 function in the cornea. KRT16 has been 
found to be overexpressed in epidermis diseases in hyperproliferative areas 
34
 and during 
corneal wound healing. 
35
 Whether KRT16 expression is associated to the proliferative state 
of the cell or to the loss of phenotype remains unclear. 
35
 Two previous proteomic analyses 
have reported an overexpression of KRT16 in KC corneas. 
36, 37
 The discrepancy between this 
and our results could be explained by differences in disease severity. 
38
  
However, as a number of mechanical partners of IVL and SPRRs are missing in the corneal 
epithelium, this leads us to consider alternative function for these genes in the cornea.  
Indeed, SPRRs are able to quench reactive oxygen species in vitro, 
39
 thus we propose that 
they may display oxidative stress protecting properties in the cornea. Moreover, IVL and 
SPRRs promoter contain an AP1 response element, which could explain their reduced 
expression in KC corneas as we and others have previously demonstrated 
23, 40
 that this 
transcription factor is underexpressed in KC corneas. SPRRs are also under the control of 
NRF2 transcription factor. NRF2 is also known to target several anti-oxidative stress 
enzymes, namely HMOX1, HMOX2 and NQO1, that we found to be also expressed in the 
corneal epithelium. We then compared the expression levels of these transcripts between 
CTRL and early KC corneal epithelium. We here described for the first time that in KC 
epithelium, transcripts of NRF2, its heterotrimeric partners (i.e., KEAP1 and CUL3) and target 
genes HMOX1 and HMOX2 are downregulated. The most striking result was the 12 fold 
reduced expression of HMOX1 transcript. These data strongly suggest an increased sensitivity 
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of KC corneal epithelium to oxidative stress. HMOX1 is an important enzyme as it mediates 
the first step of heme catabolism. 
41
 Iron deposition and reduced oxidative stress response are 
observed in Hmox1 knock-out mice. 
42
 Interestingly iron accumulation is frequently observed 
in KC corneas. 
43
 Moreover, HMOX1 promoter also contains an AP1 response element, 
which is the other pathway used to activate this enzyme. Last but not least, transcripts analysis 
of advanced KC, at the stage of corneal grafting, where severe stromal thinning and opacities 
are found, confirmed a downregulation of IVL, SPPRs and HMOX1 transcripts. This clearly 
demonstrates that all through the course of the disease, these transcripts undergo a strong 
downregulation. 
All these data strongly suggests that in KC epithelia, several pathways that are working 
together to protect the cornea from oxidative stress and mechanical injury are severely 
impaired. Functional investigations are now required for understanding whether this 
impairment is directly due to KC epithelium defects or is indirectly driven by others sources 
(tears, nerves, stroma, etc.).  
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TABLES 
 
Table 1. Transcript relative expression of epidermal terminal differentiation genes in 
control corneal epithelium.  
* Mean expression normalized to that of housekeeping genes. dCT:  deltaCycleThreshold. 
$
 
Standard error to the mean. Nd: not detected. 
Genes Name dCT* SEM
$
 
KRT3 -4.95 0.11 
DSG1 -2.74 0.13 
CLDN1 -1.17 0.13 
DSP -0.98 0.17 
PPL -0.79 0.21 
DSG2 1.10 0.25 
SPRR2A 3.32 0.40 
DSG3 3.44 0.46   
IVL 3.84 0.28 
EVPL 3.99 0.33 
TGM1 4.02 0.18 
SPRR1A 4.27 0.59 
KRT16 4.92 0.20 
SPRR3 6.29 0.58 
TGM5 6.51 0.40 
FLG 8.19 0.18 
HRNR 9.87 0.23 
LOR 10.36 0.25 
DSC1 Nd  
CDSN Nd  
FLG2 Nd  
TGM3 Nd  
KRT10 Nd  
  
154 
 
Table 2. Genes with significant differential transcript expression in early and advanced 
keratoconus 
* Mean expression normalized to that of housekeeping genes. dCT:  deltaCycleThreshold. 
$
 
Standard error to the mean. CTRL, control; eKC, early keratoconus; aKC, advanced 
keratoconus. 
 
Gene 
Name 
CTRL 
(dCT)* 
eKC 
(dCT)* 
Fold 
Change 
p value 
 
aKC 
(dCT)* 
Fold 
Change 
p value 
KRT16 4.92 8.61 0.08 <0.0001 6.42 0.35 0.1 
IVL 3.84 5.51 0.31 0.0003 5.22 0.38 0.001 
PPL -0.79 -0.21 0.67 <0.0001 -0.63 0.89 0.3 
SPRR1A 4.27 6.58 0.20 0.0002 6.32 0.24 0.0305 
SPRR2A 3.32 6.44 0.11 <0.0001 5.61 0.20 0.0098 
SPRR3 6.29 9.86 0.08 <0.0001 9.24 0.13 0.02 
CLDN1 -1.17 -1.41 1.18 0.0436 -1.5 1.26 0.34 
KRT3 -4.95 -5.02 1.04 0.5 -5.87 1.89 0.0003 
TGM1 4.02 5.81 0.29 0.0001 4.62 0.66 0.28 
TGM5 6.51 8.19 0.31 0.0409 6.73 0.86 0.92 
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Table 3. Transcript relative expression of NRF2 pathway genes in control and 
keratoconus corneal epithelium.  
* Mean expression normalized to that of housekeeping genes. dCT:  deltaCycleThreshold. 
CTRL, control; eKC, early keratoconus; aKC, advanced keratoconus. 
Genes Name 
dCT 
CTRL* 
dCT 
eKC* 
Fold 
change 
P value dCT  
aKC* 
Fold 
change 
P value 
NRF2 -0.49 1.3 0.29 0.0012 0.15 0.64 0.17 
CUL3 0.79 2.63 0.28 0.0088 0.61 1.14 0.89 
KEAP1 3.12 4.54 0.38 0.0048 3.59 0.72 0.32 
HMOX1 4.89 8.61 0.08 <0.0001 7.66 0.15 0.0001 
HMOX2 1.98 3.66 0.31 0.0015 2.18 0.97 0.96 
NQO1 -3.44 -3.33 0.93 0.58 -3.40 0.97 0.55 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. Differentially expressed transcripts in early and advanced keratoconus. Box 
and whiskers plots of gene expression in the corneal epithelium of control (CTRL; n = 35), 
early keratoconus (eKC; n = 22) and advanced keratoconus (aKC; n = 6). Transcript level 
expressed as mean of delta cycle threshold (dCT) normalized to housekeeping genes.  
 
Figure 2. Differentially expressed proteins in KC.  
Sections of normal (CTRL; n = 3) and late keratoconus (KC; n = 3) corneas were analyzed by 
indirect immunofluorescence (green) with the indicated antibodies. Nuclei were stained with 
DAPI (blue). Scale bar = 100 µm.  
 
Figure 3. Comparative transcripts expression of NRF2 pathway genes in early and 
advanced keratoconus. Box and whiskers plots of gene expression in the corneal epithelium 
of control (CTRL; n = 13), early keratoconus (eKC; n = 11) and advanced keratoconus (aKC; 
n = 6). Transcript level expressed as mean of delta cycle threshold (dCT) normalized to 
housekeeping genes.  
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Supplementary Table S1. Sequences of primers used for qPCR. 
Gene name              Forward (5’-3’)              Reverse (5’-3’) 
B2M GAGGCTATCCAGCGTACTCCA CGGCAGGCATACTCATCTTTT 
CDSN ACTGCTGCTGGCTGGTCT AGAGCTTCTGGCACTGGAAA 
CLDN 1 TGGCATGAAGTGTATGAAGTGCTT AGAGCTTCTGGCACTGGAAA 
CUL3 TGTGGAGAACGTCTACAATTTGG GCGCCTCTGTCTACGACTT 
DSC1 CATGGGTGGTCAGCCTTTCGGT TCCTGATCCTGTACCTTCATTGGCA 
DSG1 GAAGGCAGAAACGTGAATGGA TTTTGGCGATTGGGTTCCT 
DSG2 CTAACAGGTTACGCTTTGGATGC GTGAACACTGGTTCGTTGTCAT 
DSG3 GCAAAAACGTGAATGGGTGAAA TCCAGAGATTCGGTAGGTGATT 
DSP GCA-GGA-TGT-ACT-ATT-CTC-GGC CCT-GGA-TGG-TGT-TCT-GGT-TCT 
EVPL GGCGAAGCTCAACTCCAACTT CAGCCGTTTTTCCTCTGCC 
FLG GCAAGGTCAAGTCCAGGAGAA CCCTCGGTTTCCACTGTCTC 
FLG2 TCTGAAGAACCCAGATGATCCA CATCAAAAGAAACTCAGTAAAGTCCAA 
HMOX1 AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC AAAGCCCTACAGCAACTGTCG 
HMOX2 TCAGCGGAAGTGGAAACCTC AGAAGTCCTTGACAAACTGGGT 
HRNR AGGACAGGGCTATAGTCAGCA CCGAAGCGTGATGGGAGG 
IVL GGGTGGTTATTTATGTTTGGGTGG GCCAGGTCCAAGACATTCAAC 
KEAP1 CTGGAGGATCATACCAAGCAGG GGATACCCTCAATGGACACCAC 
KRT3 GCAGGGCACAAGTTCCATCT TCTCTCCCCGAGGATGTTGTC 
KRT10 TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA 
KRT16 GACCGGCGGAGATGTGAAC CTGCTCGTACTGGTCACGC 
LOR CGAAGGAGTTGGAGGTGTTT ACTGGGGTTGGGAGGTAGTT 
LOX CGGCGGAGGAAAACTGTCT TCGGCTGGGTAAGAAATCTGA 
NQO1 GAAGAGCACTGATCGTACTGGC GGATACTGAAAGTTCGCAGGG 
NRF2 TCAGCGACGGAAAGAGTATGA CCACTGGTTTCTGACTGGATGT 
PPL GCACCAATGAGCTGTACTGG GCTGGGGTAGTCGAGGTTG 
SPRR1A TGGCCACTGGATACTGAACA CCCAAATCCATCCTCAAATG 
SPRR2A TATTTGGCTCACCTCGTTCC CCAGGACTTCCTTTGCTCAG 
SPRR3 TTCCACAACCTGGAAACACA TTCAGGGACCTTGGTGTAGC 
TBP CCACTCACAGACTCTCACAAC CTGCGGTACAATCCCAGAACT 
TGM1 CCCCCGCAATGAGATCTACA ATCCTCATGGTCCACGTACACA 
TGM3 GGAAGGACTCTGCCACAATGTC TGTCTGATTCAGGTACTTCTCATACTG 
TGM5 CGGAGCAGGTTGAGGACTGT GAGGACTCCAAGGAAGACTTTCTG 
UBB GGTCCTGCGTCTGAGAGGT GGCCTTCACATTTTCGATGGT 
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Supplementary Table S2. Primary Antibodies. 
Antigen Antibody Source (Reference) Dilution 
WB*          IH 
Involucrin Clone SY5 Sigma- Aldrich, St Louis, MO 1:5000 1:400 
Filaggrin Clone AHF3 Simon et al., 1995 1:1000 1:400 
Keratin 10 Polyclonal PRB- 159P Covance, Princeton, NJ 1:30000 1:400 
Keratin 3 Monoclonal CBL 218 Merk-Millipore, Darmstadt, Germany 1:10000 1:400 
Keratin 16 Monoclonal LL025 Thermofisher 1:2000 1:400 
Claudin 1 Monoclonal ab56417 Abcam, Cambridge, UK 1:200 1:400 
Desmoglein 1 Monoclonal P23 Progen, Heidelberg, Germany 1:2000 1:100 
Loricrin Polyclonal AF62 Covance 1:10000 1:400 
 
*WB, western blotting; IH, immunohistology. 
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Chapitre IV : DISCUSSION 
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Les approches actuelles utilisées pour la caractérisation de la physiopathologie du KC 
s’organisent principalement autour de plusieurs axes: 
 les études des liaisons génétiques 
 les études d’association, basées sur une approche dite gène candidat 
 les études biomécaniques 
 les études “omiques” 
 les modèles expérimentaux (épithélium cornéen reconstruit). 
 
Nous nous sommes proposés d’analyser la physiopathologie du KC par une analyse 
des gènes candidats, en prenant comme référence les gènes de différenciation épidermique, 
et nous avons complété ensuite notre recherche en utilisant les données globales obtenues 
à partir des analyses en “omiques” afin d’accélérer l'identification de nouvelles voies 
pathognomoniques impliquées dans l'apparition et la progression de la maladie. 
Afin de détecter des modifications dans l'épithélium du KC, nous avons utilisé 
plusieurs approches. 
1. Le programme de différenciation terminale de l'épithélium cornéen et de 
l’épiderme 
     Notre première stratégie a consisté à caractériser l’expression dans l'épithélium 
cornéen de différents gènes de la différenciation terminale de l'épiderme, certains exprimés 
dans les premières étapes de la différenciation comme celui de la kératine 10, d’autres 
exprimés tardivement comme celui de la FLG. Cette partie de notre étude nous a permis de 
démontrer que l'épithélium cornéen exprime les ARNm de certains d’entre eux, à des taux 
variables (très faiblement les gènes de la FLG, la loricrine et  l’hornerine) ; plus 
abondamment ceux de l’involucrine et de la kératine 14 ; et très fortement ceux de la 
claudine 1 et de la desmogléine 1). Les ARNm de la kératine 10, de la filaggrine-2, la 
desmocolline 1 et de la cornéodesmosine n’ont pas été détectés. Ces niveaux de détection 
ne corrèlent pas avec le moment auquel ils sont exprimés au cours de la différenciation 
épidermique ; par exemple DSG1 et DSC1 sont exprimés en même temps dans les 
kératinocytes différenciés, KRT10 est exprimé dès l’entrée des kératinocytes dans le 
compartiment différenciant. Ces résultats montrent que le programme de différenciation de 
l’épithélium cornéen correspond pour une partie mais une partie seulement à celui de 
l’épiderme. Nous avons également montré une expression de la kératine 16. 
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Nous avons confirmé par western et/ou immunohistologie l’expression de l’involucrine 
dans l’épithélium cornéen, ainsi que celle de la claudine 1, de la kératine 16 et la 
desmogléine 1.  
    2.    Différenciation terminale de l'épithélium cornéen kératoconique 
     Pour la seconde partie de notre projet, nous avons analysé de manière 
comparative l’expression de ces gènes dans l’épithélium cornéen normal et celui de patients 
atteints de KC (2 cohortes). Nous avons constaté au niveau des ARNm une diminution  de 
l’expression de la kératine 16 (en moyenne 12,5 fois) et de l’involucrine (3 fois) dans le cas 
du KC évolutif. Nous avons remarqué aussi une faible augmentation de l’ARNm de la 
claudine 1 (1,18 fois). Ces résultats n’ont jamais été publiés. 
Nos analyses en immunofluorescence ont montré une faible expression de la kératine 
16 dans les épithéliums contrôles et sa disparition dans le KC, confirmant les résultats de 
RT-PCR. Comme on l'a vu dans le paragraphe 3.2, la kératine 16 est souvent associée à 
des états d’hyper-prolifération (épiderme palmo-plantaire) ou de réparation tissulaire dans 
différents tissus. Une diminution de la kératine 16 suggère une moindre capacité de 
prolifération et de régénération de l’épithélium cornéen des patients kératoconiques. En 
accord avec cette hypothèse, l’épithélium kératoconique est généralement plus fin à l’apex 
du cône. Deux études protéomiques (Chaerkady et al. 2013)(R. Joseph, Srivastava, and 
Pfister 2011) ont montré une augmentation de la kératine 16 dans les épithéliums 
kératoconiques par rapport aux contrôles. Cette discordance est difficile à expliquer et 
pourrait être liée à des différences interindividuelles, ainsi qu’au nombre d’échantillons 
examinés (28 KC dans notre étude et 4-5 dans d’autres études). 
Concernant l’involucrine, nous avons retrouvé un marquage cytoplasmique des 
cellules apicales dans le KC, alors que dans les épithéliums contrôles, l’involucrine est 
détectée au niveau des membranes des cellules intermédiaires et apicales. 
Enfin, pour la CLDN1, nous avons retrouvé un marquage péri-celullaire assez 
homogène dans toutes les couches des cellules épithéliales des contrôles et un marquage 
limité aux cellules suprabasales dans le KC. Ces résultats  n’ont pas été décrits dans 
d’autres publications.  
Nos analyses protéiques en western (fraction soluble) ont montré une légère 
diminution de l’involucrine dans les épithéliums du KC. Nous n’avons pas obtenus des 
résultats satisfaisants pour montrer l’expression de la CLDN1et KRT16. 
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Les composants de l’enveloppe cornée ont-ils une fonction non structurale 
dans l’épithélium cornéen ? 
Comme on vient de le voir dans l’introduction, les kératinocytes de la peau expriment 
de nombreuses protéines telles que l’involucrine, la loricrine et l’hornerine, mais aussi les 
« small proline riche protéines » (SPRRs) et les « late cornified enveloppe proteins » (LCEs) 
pour former l’enveloppe cornée, processus médié par les transglutaminases. Nous avons 
montré que les transcripts de l’involucrine et en très faible quantités ceux de la loricrine et 
l’hornerine sont exprimées dans l’épithélium cornéen normal. De plus, nous avons trouvé 
une reduction de l’expression des ARNm des transglutaminases (1 et 5) et de la périplakine 
(PPL) dans les épithéliums du kératocône précoces. Les données de la littérature  en 
transcriptomique  sont en concordance avec celles que nous avons obtenues. En effet, You 
et al. ont retrouvé une diminution de TGM1 (2 fois) (You et al. 2018) et de KRT6 (Khaled et 
al. 2018).   
  Or la présence d’enveloppe cornée n’a pas été décrite à notre connaissance dans 
les épithéliums oculaires et nous n’avons pas observé de telles structures quand nous avons 
appliqué à la cornée le protocole de purification des enveloppes épidermiques. Nous avons 
supposé que ces molécules jouent un rôle différent, plutôt régulateur et non pas structurel. 
En effet, certains composants de l’enveloppe cornée ont été récemment décrits pour avoir 
des propriétés anti-oxydantes ou anti-bactériennes 
Pour savoir si d’autres composants de l’enveloppe cornée sont exprimés, nous avons 
recherché l’expression des SPRR1A, SPRR2A et SPRR3.  
     Les SPRRs : un rôle antioxydant 
Tout d’abord nous nous  sommes intéressés à la famille des SPRRs. Ils sont 
exprimés dans tous les tissus squameux de la peau et dans  la plus grande partie de la 
muqueuse épithéliale du tube digestif. 
Dans l'épiderme, il a été demontré que tous les gènes des SPRR sont exprimés à 
l’exception de SPRR3 (Eckert R, 2005). De faibles expressions des SPRR1s ont été 
détectées par immunohistochimie dans les couches basales et suprabasales, la couche 
granuleuse étant clairement positive tandis que la couche cornée est négative.  
Par ailleurs, plusieurs études ont analysé le rôle du calcium dans l'expression des 
SPRRs. La quasi-totalité des gènes SPRR est induite, comme celui de l'involucrine, lorsque 
la différenciation des kératinocytes est induite par le calcium. Cependant, les kératinocytes 
épidermiques confluents maintenus à une faible concentration en calcium expriment 
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l’involucrine et peu les SPRR1s (Ishida-Yamamoto et al. 1997). Ces résultats indiquent que 
la densité cellulaire est suffisante pour augmenter l'expression de l'involucrine mais pas celle 
des SPRR1s. Les stimuli externes (radiation UV, allergènes) ainsi que leurs effets 
(inflammation, stress oxydatif) altèrent l’expression des SPRRs. 
    En ce qui concerne la cornée, il existe quelques études qui présentent une 
augmentation de l’expression des SPRR1A, SPRR2A, SPRR2D et SPRR2F dans les stades 
terminales du trachome, une  kérato-conjonctivite d’évolution chronique caractérisée par la 
présence de follicules, une hyperplasie papillaire et un « pannus » cornéen évoluant jusqu’à 
la cécité provoquée par des infections répétées à Chlamydia trachomatis (Burton et al. 
2011). Des taux élevées de SPRRs (1 et 2) ont été rapportés dans le syndrome de l’œil sec 
en réponse à des cytokines pro inflammatoires, comme l’IL1b et l’interféron (S. Li et al. 
2008).  
Outre leur fonction biomécanique, les SPRRs ont d'importantes propriétés anti-
oxydatives et vont détoxifier ainsi  les ROS. Les études réalisées par Vermeij et col   
(Vermeij and Backendorf 2010) ont démontré que les SPRRs peuvent créer une barrière 
antioxydative protectrice à la périphérie de la cellule en bloquant ainsi la formation des ROS.  
Cette fonction protectrice ne semble pas limitée aux épithéliums squameux. Les 
SPRR1A augmentent suite à une ischémie cardiaque et protège les cardiomyocytes 
(Pradervand et al. 2004).  
    Nous supposons ainsi que la diminution significative de l’expression des SPRRs 
que nous avons observée dans le KC a pour conséquence une diminution de la protection 
de l'épithélium contre le stress oxydatif induit par les ROS. Ceci est en accord avec plusieurs 
études qui indiquent un rôle du stress oxydant dans le développement du KC (Arnal et al. 
2011) (Wojcik et al. 2013). Les patients atteints de KC présentent un taux plus élevé de 
radicaux libres et d'autres espèces réactives dans leurs cornées que les témoins (Chwa et 
al. 2008). Les résultats des études in vitro sur les fibroblastes du KC indiquent une 
augmentation de la production de ROS par rapport aux fibroblastes normaux. La diminution 
des défenses antioxydatives dans les cornées KC et l’augmentation des niveaux de ROS 
vont induire la dégradation de la matrice extracellulaire du stroma, ce qui expliquerait son 
amincissement. 
Rôle de NRF2- maître contrôleur du stress oxydatif 
    NRF2, codé par le gène NFE2L2, est un facteur de transcription essentiel pour le 
système de défense anti-oxydatif de la cellule.  
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En conditions basales, NRF2 se lie à la protéine Keap1 et reste dans le cytoplasme 
où il subit une ubiquitination et une dégradation par le protéasome. Dans des conditions de 
stress (UVB, ROS, ...), NRF2 se sépare de Keap1 et est transféré dans le noyau où il se lie à 
un élément de réponse antioxydante ARE (Antioxydant Response Element) dans la région 
du promoteur de ses gènes cibles et initie la transcription des enzymes antioxydatives 
correspondantes, comme la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion S-transférase, 
la NAD(P)H déshydrogénase (quinone 1) et  l'hème oxygénase-1 qui vont détoxifier la cellule 
des photo-dommages induits par les ROS (Figure 74).  
 
Figure 74. Représentation schématique de l'activation de la voie de 
signalisation de Nrf2 par les espèces réactives de l'oxygène. 
Dans le cytoplasme, dans des conditions normales, NRF2 est lié à la protéine Keap1. Keap1 
inhibe la voie de signalisation NRF2 en favorisant l'ubiquitination de Nrf2 et sa dégradation ultérieure 
par le protéasome. Un stress oxydatif modéré et des activateurs de NRF2 entraînent la dissociation du 
complexe NRF2-Keap1, la phosphorylation de NRF2 et sa translocation nucléaire. Dans le noyau, 
Nrf2 favorise l’activation transcriptionnelle des antioxydants (hème oxygenase-1 [HO-1], NAD(P)H: 
quinone déshydrogénase [NQo1], catalase et superoxyde dismutase [SOD]). D’après (J. Chen, 
Zhang, and Cai 2014) 
    Un système NRF2 non fonctionnel est incapable de détoxifier les radicaux libres au 
sein du réseau cellulaire. Cette activité modifiée de NRF2 est associée à des maladies 
dégénératives chroniques telles que la maladie de Parkinson ou la maladie d’Alzheimer et au 
cancer (Todorovic, Wood, and Mellick 2016). 
 
172 
 
Il a été récemment montré que les défauts de barrière épidermique dus à l’absence 
de loricrine dans la peau des souris induisent en compensation l’induction des protéines 
SPRR2 (Singh et al. 2010) via l’action du facteur de transcription NRF2 (nuclear factor 
erythroid 2–related factor 2). De plus, il régule aussi l’expression de la kératine 16 et de 
certaines protéines desmosomales (Schäfer et al. 2012). 
 Nous avons supposé que NRF2 est exprimé dans l’épithélium de la cornée et que 
son expression est altérée dans le kératocône. Ainsi, nous avons montré en effet que NRF2 
est bien exprimé dans l’épithélium cornéen et son expression en ARNm est diminuée dans 
les kératocônes précoces, ainsi celles d’autres genes impliques dans cette voie de 
signalisation (Keap1 et Cul 3). 
        Par ailleurs, il existe une étude réalisée sur des fibroblastes du stroma de cornée des 
patients atteints de KC (Zhonghua Shiyan, Yanke Zazhi, 2015) qui montre que dans des 
conditions de stress oxydatif prononcé, ces cellules présentent une production accrue de 
ROS, une diminution de la translocation de NRF2 et aucune induction des niveaux 
d'expression des gènes des protéines anti oxydatives en aval. Ceci suggère que le défaut 
d'activation de la signalisation NRF2-ARE pourrait être impliqué dans la progression du KC. 
       Le métabolisme du fer 
  Le facteur de transcription  NRF2 régule aussi plusieurs gènes impliqués dans le 
métabolisme du fer, par l'intermédiaire de l’hème oxygénase. C’est une enzyme qui catalyse 
la décomposition de l'hème en une molécule antioxydante, la biliverdine, et 2 composés anti-
inflammatoires: le monoxyde de carbone et le fer (Figure 75). Il existe 2 isotypes d’hème 
oxygénase : l’une inductible (HO-1), l’autre constitutive (HO-2). 
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Figure 75. Représentation schématique de l’action d’hème oxygénase. 
Le fer et l'oxygène sont intimement liés: le fer est un nutriment essentiel utilisé 
comme cofacteur dans les enzymes servant au transport de l'oxygène, à la phosphorylation 
par oxydation et à l'oxydation des métabolites. Cependant, un excès de fer (Fe2+) labile 
facilite la formation de radicaux libres dérivés de l'oxygène capables d'endommager les 
biomolécules (réaction de Fenton)(Liochev and Fridovich 2002). Par conséquent, l'utilisation 
biologique du fer est un processus étroitement contrôlé.      
       Le fer est stocké dans les cellules sous 2 formes: la ferritine et l'hémosidérine. 
Dans les larmes, et autres liquides, il est fixé à une glycoprotéine qui présente une forte 
affinité pour cet élément - la lactoferrine. Cette molécule présente un intérêt majeur car elle 
pourrait contribuer ainsi à la détoxification de la surface oculaire des ROS.   
     Comme on l’a vu dans le chapitre 4.3, plusieurs études ont rapporté une 
expression plus faible de la lactoferrine dans les larmes, le stroma et l'épithélium recueillis 
chez les patients atteints de KC. Toutes ces données indiquent qu'une expression réduite de 
protéines liant le fer pourrait contribuer à la déposition du fer dans la cornée de patients 
atteints de KC. Ces résultats soulèvent la possibilité que la dérégulation de la lactoferrine 
puisse augmenter les radicaux libres d'oxygène dans la cornée.  
    En poursuivant nos études sur des épithéliums cornéens kératoconiques, nous 
avons observé une diminution de HMOX1 et  HMOX2. Ces données sont renforcées par le 
travail d’Avetisov et al. (Avetisov et al. 2015) qui a démontré qu’il existe une redistribution 
anormale du Fe dans les cornées atteintes du KC. En effet, il existe une accumulation 
anormale de ces éléments à la base du cône et une perte totale de ces métaux à l'apex, ce 
qui pourrait provoquer une accentuation du stress oxydatif à ce niveau par manque des 
mécanismes de détoxification. Comme il existe une diminution des molécules qui 
transportent le fer dans les cellules, il va s'accumuler et précipiter sous sa forme métallique 
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(anneau de Fleischer), sans réaliser son rôle de cofacteur des enzymes prolyl- et lysyl-
hydroxylases, impliquées dans la synthèse du collagène. Ce processus va aboutir à la 
désorganisation de la matrice extracellulaire. Ainsi, l’anneau pigmenté à la base du cône, 
considéré comme juste un symptôme, peut être la cause réelle de la kératectasie. On assiste 
ainsi à la création d’un vrai cercle vicieux entre la formation de la barrière physico chimique 
et de l’anneau de Fleischer, le stress oxydatif, la diminution des minéraux de la zone 
ectasique et les processus de dégradations dans la cornée. Des études en transciptomique 
ont montré une diminution d’autres gènes impliqués dans la détoxification des ROS comme 
ALDH3A1 (Aldehyde Dehydrogenase 3 Family Member A1) et FTL (Ferritin light chain) 
(Khaled et al. 2018)(You et al. 2018). De plus, des études récentes montrent une diminution 
de l’expression de NRF2 dans les kératocytes du stroma du KC lors de l’exposition à des 
ROS (Bian et al. 2015) ainsi qu’ une diminution de HMOX2 dans des cellules épithéliales du 
KC(Caglayan et al. 2018). 
Enfin, nous avons montré que les transcrits de l’IVL, SPRRs et HMOX1 étaient aussi 
exprimés dans les kératocônes avancés, ce qui confirme que les mécanismes inhibant ces 
gènes sont impliqués tout le temps dans le développement de la maladie.   
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Conclusion 
La Figure 76 synthétise l’ensemble  des résultats obtenus au cours de ma thèse. 
La cornée et l’épiderme présentent 2 fonctions de barrières communes : mécanique 
et photoprotectrice.  
Dans l’épiderme, la fonction de barrière est réalisé par l’enveloppe cornée, la matrice 
intercornéocytaire et les corneodesmosomes. 
Dans l’épithélium cornéen, l’enveloppe cornée est absente ainsi que les 
cornéodesmosomes.  
Pourtant, lors de la décompensation biomécanique, une fragilisation du tissu cornéen 
s’installe, marquée par une déformation asymétrique au sein de la cornée, focale, avec 
apparition d’une augmentation de la cambrure paracentrale et un aplatissement 
périphérique. C’est le cas de la maladie du KC. 
La théorie des contraintes mécaniques dans le kératocône est de plus en plus citée 
dans la littérature. Elle est souvent associé a des frottements oculaires et au port des 
lentilles de contact). Nos résultats ont montré une diminution de l’expression de certaines 
composants de l’enveloppe cornée de l’épiderme dans le KC (IVL, SPRR1A, SPRR2A, 
SPRR3, TGM et 5, PPL). Ce résultat n’a jamais été évoqué auparavant. 
Etant donné que certains composants de l’enveloppe cornée ont également d’autres 
fonctions, nous avons de fortes convictions qu’ils jouent dans l’épithélium cornéen un rôle 
plutôt dans les défenses antioxydatives. 
Dans l’épithélium cornéen du kératocône, une diminution des SPRRs pourraient 
également induire une altération de la barrière antioxydative et une augmentation de la 
toxicité aux ROS. Une diminution de HMOX1 et HMOX2 indiquerait un dérèglement du 
métabolisme du fer, ce qui pourrait expliquer l’apparition de l’anneau de Fleischer, un signe 
clinique caractéristique du KC. Il existe probablement une dérégulation de NRF2 et de la 
voie anti oxydative qu’il contrôle, avec une diminution de son expression mais aussi de celle 
du complexe d’ubbiquitination qui module son activité (Cul3 et Keap1). 
Le stress oxydatif joue un rôle primordial dans le KC. De plus, il pourrait être impliqué 
dans la progression de la maladie.  
Si, à ce jour, il existe un traitement qui permet de renforcer la barrière mécanique de 
la cornée du KC (le CXL), une approche pour diminuer la phototoxicité sur un terrain 
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mécanique altéré n’existe pas. C’est pourquoi les travaux de cette thèse mériteraient d’être 
poursuivis par des études fonctionnelles. 
 
 Figure 76 . Modèle des mécanismes physiopahogéniques impliquées dans le 
kératocône 
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Perspectives 
     Par la suite de ce projet, il faudra confirmer les résultats obtenus en ARNm, notamment 
pour la voie NRF2, au niveau protéique et en activité enzymatique. 
De plus, étant donné qu’on a analysé 6 KC avancés et que dans la plupart des cas nous 
avons observés des variations mais non significatives des gènes de différenciation 
épidermique et de la voie NRF2, ça sera pertinent d’élargir la cohorte des patients 
présentant un kératocône avancé. 
     Si les résultats en protéines seront validés, afin de mieux comprendre l’ensemble des 
mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement du KC, il serait 
intéressant de poursuivre ce travail de thèse par la caractérisation fonctionnelle de NRF2. Ce 
rôle pourrait être caractérisé in vitro à l’aide des cellules épithéliales normales ou du KC en 
culture en les exposant régulièrement aux UVB. Des analyses ultérieures pourraient établir 
ultérieurement des liaisons entre les protéines impliquées dans le stress oxydatif (HMOX1, 
LOX) et celles de la différenciation épidermique (Involucrine, Transglutaminases, SPRRs). 
 
L’ensemble de ces expériences pourrait être poursuivi par l’utilisation de modèles plus 
complexes tels que des épitheliums cornéens humains reconstruits avec des cellules 
épithéliales cornéennes normales dont l’expression de NRF2 aura été diminuée par la 
technique de l’interférence à l’ARN (siRNA ou shRNA). J’ai initié au cours de ma thèse des 
expériences préliminaires concernant cette axe de recherche (Voir Annexe 1). Cette étude 
permettra de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui sont impliqués dans le 
contrôle de la différenciation terminale de l'epithelium cornéen. 
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Annexe 1 
 Modèle d'épithélium cornéen humain reconstruit in vitro 
     Une approche assez intéressante pour étudier la physiopathologie du KC serait 
l’utilisation d’un épithélium cornéen reconstruit in vitro en trois dimensions comme modèle 
expérimental. Cette approche a pour principal avantage de reproduire un phénotype d’un 
épithélium humain in vitro. De plus, étant donné qu’il n'existe pas de modèle animal du KC, 
les tissus reconstruits représentent un excellent moyen  d'étude en recherche fondamentale 
car ils possèdent des caractéristiques des tissus natifs au niveau de leur morphologie et 
aspect histologique. 
          Le premier tissu reconstruit en laboratoire a été l’épiderme (Prunieras, Regnier, and 
Woodley 1983). Aujourd’hui il existe une multitude de tissus et même d’organes reconstruits 
tels que les valves cardiaques (Dubé et al. 2014), les vaisseaux sanguins (Bourget et al. 
2013) et la cornée (Germain et al. 1999) produits sur la base du modèle de l'épiderme. 
     En ce qui concerne l'épithélium cornéen, les modèles existants sont realisés pour pallier 
les abrasions lors de certaines pathologies oculaires ou bien la déficience des cellules 
souches limbiques. Or, un vrai épithélium bien différencié n'est pas exigé, un pansement 
avec juste un tissu pluristratifié est suffisant pour recouvrir les zones déficientes. Il est donc 
nécessaire de mettre au point un protocole de production d’épithéliums cornéens 
différenciés. 
Nous avons adapté le protocole de production des épidermes reconstruits utilisé au 
laboratoire, avec culture des cellules à l’interface air-liquide. 
 Culture de progéniteurs des cellules épithéliales cornéennes humaines  
  Des progéniteurs humains limbiques des cellules épithéliales cornéennes (HCEP  pour 
Human corneal epithelial progenitors) ont été fournis par la société Cellntec (Berne, Suisse). 
Nous avons débuté par leur mise en culture (5000 cellules par cm²) selon les indications du 
fabricant  dans le milieu CnT® prime (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MI) supplémenté en 
antibiotiques (peniciline/streptomycine).Toutes les manipulations ont été effectuées sous 
hotte stérile à flux laminaire vertical.  
Prolifération et entretien de la culture cellulaire  
     Lorsque les cellules étaient à 70% de confluence dans le support de culture, une 
digestion enzymatique à l’Accutase®+ Dispase à 10 mg/ml suivi d’une centrifugation à 300 G 
pendant 5min e été realisé. Le culot de cellules était ensuite remis en suspension avec 3 ml 
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de CnT® prime et les cellules réensemencées sur T75. Lors de notre expérimentation, nous 
nous sommes intéressés au nombre de passages maximum avant que les cellules souches 
perdent leur phénotype de cellules indifférenciées. Pour cela, nous avons prélevé 200 000 
cellules lors de chaque passage et nous avons étudié l’expression des gènes de 
différenciation terminale (KRT3/12) et des marqueurs des cellules indifférenciées (KRT5/14, 
ABCG2, 14-3-3s) au niveau ARNm. J’ai constaté que les cellules perdent leur phénotype 
indifférencié à partir du passage 8. 
Mise en culture sur insert de polycarbonate 
Les produits suivants ont été utilisés : 
- Inserts de culture cellulaire Millicell, 12 mm de diamètre, polycarbonate, pores de 0,4 µm 
(Millipore, PIHP01250) 
- Milieu de culture Epilife “Haut Calcium” contenant 1,5mM de CaCl2 (Epilife Life 
Technologies M-EPIC-500-CA) 
- Epilife “Différenciation 3D” = Epilife Haut Calcium + 50 µg/ml Vitamine C (Sigma-Aldrich) + 
10 ng/ml de “Keratinocyte Growth Factor » (KGF, Sigma-Aldrich). 
Étape de différenciation épithéliale 
Un insert a été placé par puit de plaque 12 puits (Nunclon™ Delta Surface, ThermoScientific, 
Roskilde, Denmark) contenant 500 μL d’Epilife « Haut Calcium ». Les cellules ont été 
ensemencées à différentes concentrations (50 000 et 100 000 cellules par insert) dans 500µl 
de milieu, puis incubées en chambre humide à 37°C (98% d’humidité relative, 5% de CO2). 
Passage en interface « Air-Liquide » 
Deux jours après l’ensemencement, le milieu à l’extérieur de l’insert était remplacé par du 
milieu Epilife « Différenciation 3D » et l’insert placé à l’interface air-liquide. 
Plusieurs conditions ont été testées (Figure 77) : 
 Epilife + vitamine C + KGF.  
 Epilife + vitamine C 
  Epilife + KGF 
Le milieu à l’intérieur de l’insert était retiré tous les jours pour permettre la stratification de 
l’épithélium. Le milieu était ensuite changé tous les deux jours. Nous avons évalué différents 
temps de maintien des cellules à l’interface air liquide (10, 13, 17 et 19 jours). 
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Figure 77. Différentes conditions testées pour produire des épithéliums cornéens 
reconstruits. 
Pour chaque essai le nombre d’inserts et le nombre de cellules ensemencées par insert sont indiqués. 
A la fin de ce protocole les ARNm étaient extraits (pour une recherche d’expression génique 
par RT-PCR) ou les épithéliums fixés pendant 24h en formaline 4% avant d’être inclus en 
paraffine (pour analyse histologique et immuno marquage). 
     Dans toutes les conditions, des épithéliums pluristratifiés ont été obtenus. Ils montraient 
tous la présence d’une couche cornée, généralement parakératosique (Figure 78).  
 
Figure 78. Coloration en hémalin-éosine des épithéliums cornéens reconstruits (a 
gauche) et l’expression en ARNm des gènes de différenciation épidermique (KRT10, 
KRT14 FLG) et cornéen (KRT3). 
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     Les données en qPCR sont normalises par rapport a la moyenne géométrique de Ubb, 
TBP et B2M. 
     La faible expression de kératine 3 indiquait que ces épithéliums n’étaient pas différenciés 
en épithélium cornéen. La présence de kératine 10 et de filaggrine indiquait qu’ils avaient 
tendance à se différencier vers l’épiderme et à kératiniser.  
     Les interactions épithélium/stroma jouent un rôle très important lors du développement et 
du maintien de l'homéostasie des épithéliums. Par conséquent, une perturbation de ces 
échanges intercellulaires peut mener à des anomalies du développement et de la croissance 
des cellules épithéliales. Dans l'optique de différencier les cellules progénitrices du limbe 
vers l’épithélium cornéen et non pas l’épiderme, nous nous sommes proposés de fabriquer 
des matrices extracellulaires à partir de fibroblastes du stroma cornéen (cornées de la 
Banque des tissus non utilisés pour la greffe). Pour cela, nous avons mis des fibroblastes en 
culture dans les inserts (dans le milieu FibroGro supplémenté, voir le tableau ci-dessous).     
Dans un premier temps, les cellules fibroblastiques, cultivées en présence de milieu 
supplémenté en acide ascorbique, vont créer leur propre matrice produisant ainsi un 
équivalent dermique. L'acide ascorbique augmente la synthèse d'ARNm de procollagène et 
permet l'hydroxylation post-transcriptionnelle de la lysine et de la proline, menant à la 
formation d'hélices de collagène, à la réticulation du collagène et à l'augmentation de la 
sécrétion du collagène par les cellules en culture. 
De même, nous avons obtenus des épithéliums kératinises.  
Par ailleurs, de nombreuses études (Kumar et al. 2017)(S. W. Kim et al. 2012) ont montré le 
rôle de l’acide rétinoïque (vitamine A) en tant que modulateur physiologique de la 
prolifération et de la différenciation de l'épithélium de la surface oculaire. En suivant cette 
idée, nous nous sommes proposés de tester l’acide rétinoïque à la concentration de 10-7 M. 
Une semaine plus tard, nous avons mis les inserts avec les progéniteurs  sur les fibroblastes 
en créant une interface air liquide 2 jours après (c’est-à-dire les kératocytes nourris par le 
milieu de culture Fibrogro+Epilife et les progéniteurs en contact avec l'air environnant, afin 
de favoriser la différenciation vers l’épithélium cornéen). Malheureusement, toutes ces 
conditions n’ont pas donné des résultats favorables, car la présence d’une couche cornée a 
été observée dans toutes les conditions testées. 
     Les études récentes sur les IPS (indiced pluripotent stem cells) montrent une possibilité 
assez intéressante de convertir les cellules indifférenciées vers un épithélium cornéen 
mature en utilisant des inhibiteurs des ROCK et du TGF beta. Cette approche pourrait être 
intéressante dans les études à venir. 
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ABSTRACT 
The corneal epithelium and epidermis form a complex protective barrier against environmental aggressions. In the 
epidermis, the terminal differentiation program of keratinocytes is well known and largely provided by the stratum 
corneum, developed in the final stage of keratinocyte differentiation. In contrast, the differentiation of the corneal 
epithelial cells is yet poorly studied. Despite that, in some corneal disorders, the first manifestations appear in this 
tissue. Therefore, further research on the differentiation process of the corneal epithelial cells would significantly 
improve the early diagnosis and management of patients affected by corneal-related disorders like keratoconus. 
Keratoconus is a multifactorial corneal ectasia associated with numerous surface changes causing a gradual and 
irreversible degradation of vision. 
The aim of my work was to characterize the terminal differentiation program of the corneal epithelium in controls 
versus patients with keratoconus. 
Firstly, I analyzed the expression of three groups of genes involved in various steps of the corneal epidermal 
differentiation: 1) genes that encoded keratins, 2) genes that encoded junctional complex proteins and 3) genes 
that coded for components of the cornified envelope, a pericellular and highly resistant structure that replaces the 
plasma membrane of keratinocytes during the last step of their differentiation, by means of RT-qPCR, Western 
Blot and immunohistology. Previous studies demonstrated that many of these genes were shown to be expressed 
in the cornea; however no data was available for those encoding corneodesmosin, filaggrin, hornerin and keratins 
1/10. 
In parallel, I investigated the differential expression of the selected genes in the corneal epithelium in two cohorts 
of keratoconus patients (mild versus severe). I showed that the expression of keratin 16 was absent in the 
corneas of patients with keratoconus in comparison to controls. In line with this, I discovered that the expression 
and localization of several genes encoding cornified envelope components (such as involucrin, the Small Proline-
Rich Proteins (SPRRs) and proteins of desmosomal plaques) was down-regulated and abnormal, respectively, in 
keratoconus. Surprisingly, cornified envelopes are not produced by the differentiated corneal epithelial cells. 
SPRRs have been reported to quench the reactive oxygen species in vitro, therefore we hypothesized that they 
might play a role in the corneal epithelium. Subsequently, I analyzed the expression of the main genes involved in 
the NRF2-pathway of oxidative stress protection such as the heme oxygenases 1 and 2, the nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2, the lysyl oxidase, KEAP1, among others. Many of them were under-expressed in the 
keratoconus cornea epitheliums, finding that supports the involvement of oxidative stress in the progression of the 
disease.  
My findings allowed, on one hand, the characterization of the differentiation program of corneal epithelial cells 
and, on the other hand, the better understanding of the pathophysiology of keratoconus by proposing the 
involvement of mechanical weakness and  a deficit in the oxidative stress response.This could improve the 
management of the keratoconic patients and may provide new insights for its prevention and treatment in the 
future. 
KEY WORD: corneal epithelium, epidermis, keratoconus, terminal differentiation, oxidative stress 
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RESUME : 
L'épithélium cornéen, tout comme l'épiderme, forme une barrière complexe qui protège l'organisme contre les 
agressions de l'environnement. Dans l’épiderme, cette fonction est assurée en grande partie par la couche 
cornée qui correspond à l'étape finale, de mieux en mieux caractérisée, de la différenciation du kératinocyte. Par 
contre, le programme de différenciation de l'épithélium de la cornée est peu étudié. Pourtant, les premières 
manifestations de diverses pathologies cornéennes apparaissent au niveau de l’épithélium, et leur dépistage 
précoce pourrait modifier notablement leur prise en charge. Cela pourrait être le cas du kératocône, une ectasie 
cornéenne plurifactorielle et rare, associée à de nombreux remaniements de surface engendrant une dégradation 
progressive et irréversible de la vision. 
L’objectif de mon travail de thèse a été de caractériser le programme de différenciation terminale de l’épithélium 
cornéen en situation normale et dans le cas du kératocône en prenant comme référence les gènes de 
différenciation tardive de l’ épiderme. 
Tout d’abord, j'ai analysé l'expression de 3 groupes de gènes représentatifs des étapes de la différenciation 
épidermique (gènes des kératines, des protéines des complexes jonctionnels et des composants de l'enveloppe 
cornée, une structure péricellulaire résistante qui remplace  la membrane plasmique des kératinocytes 
épidermiques lors de l’étape ultime de leur différenciation) dans l'épithélium cornéen contrôle en utilisant des 
techniques de RT-qPCR, Western Blot et immunohistologie. J’ai montré que l’épithélium de la cornée exprime un 
grand nombre des gènes de l’épiderme, mais pas ceux de la cornéodesmosine, la filaggrine, l’hornerine et des 
kératines 1/10.  
En parallèle, j’ai recherché les mêmes gènes dans l’épithélium de la cornée de deux cohortes de patients atteints 
de kératocône. J’ai montré que la kératine 16 est exprimée dans les cornées contrôles et disparaît dans le 
kératocône. Curieusement, de nombreux gènes codant pour les composants de l’enveloppe cornée sont 
exprimés dans l’épithélium cornéen comme ceux de l’involucrine, des Small Proline- Rich Proteins (SPRRs) et 
des protéines de la plaque desmosomale. De plus leur expression diminue dans l’épithélium cornéen 
kératoconique, avec une  localisation subcellulaire différente pour l’involucrine. Pourtant, l’enveloppe cornée n’est 
pas produite par les cellules épithéliales différenciées de la cornée. Les protéines SPRRs étant aussi impliquées 
dans la détoxification des espèces réactives de l’oxygène in vitro, nous avons supposé qu’elles jouent ce rôle 
dans l’épithélium cornéen. Enfin, j'ai complété mes analyses avec l'étude des principaux éléments de la voie 
NRF2 de protection au stress oxydatif : heme oxygenases 1 et 2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2, lysyl 
oxydase, KEAP1, etc. Plusieurs de ces gènes sont exprimés plus faiblement dans les cornées du kératocône par 
rapport aux cornées contrôles. 
Ces résultats ont permis, d'une part, de caractériser le programme de différenciation des cellules épithéliales de 
la cornée et, d’autre part, de mieux comprendre la physiopathologie du kératocône en proposant l’implication d’un 
déficit de la réponse au stress oxydatif. 
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